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　イヌは人によく馴れて飼いやすく、保定・麻酔が容易であり、とくに外
科処置を行うのに大きさが適当で、よく耐える長所があるため、古くから
生理学や薬理学、さらに各器官系の臨床医学や臓器移植研究に至るまで、
広い分野で外科処置をともなった実験に多く用いられてきた（猪1982）。
　外科処置にあたっては、生体に対する侵襲を最低限に抑えるべきであり、
それが結果的に目的とする実験データを正確に得ること、すなわち動物実
験の質の向Lにつながる。そのためには、処置をできるだけ短時間で終わ
らせること、不必要な組織への傷害を避けること、出血を最少限にするこ
となどが必要である（猪1992）。このうち出血量の制御については、実験
に必要とされる外科処置の内容によっては一定以上の出血は避けられない
ため、輸血の準備が重要となる。このことは実験精度の向上だけでなく、
万一の失敗を防止して実験に供される個体数を減らし、また外科処置後の
貧血による動物の苦痛を取り除くことにも貢献する。
　このような輸血の重要性にもかかわらず、イヌの輸血の実施には多くの
困難をともなう。最も根本的な問題は輸血用血液の入手が容易でなく、供
給が不足していることである（Schuerger　1991，　Niebauer　1991，　Howard
etall992）。また、ヒトと異なって、イヌは血液型抗原に対して明瞭な
凝集反応を示す抗体を先天的に保有していない（Owen＆Glen　1972，山内
1983＞ため、血球凝集反応による血液型0）明確な分類は、ヒトにおけるよ
一5一
うに容易ではない。これらのことから、供血用に飼育している極めて少数
のイヌを生きた血液銀行として利用せざるを得ず、血液型を無視して少な
からぬ輸血が行われている（山内1983，江島・黒川1984，池本ら1987e）。
このように、イヌは古くから実験動物として使用され、この間輸血は必須
のこととして広く行われてきたにもかかわらず、基本的な検討は何もなさ
れていない、、このような実験系から得られた成績の評価は疑問を提起され
ることになり、動物実験の質の向上および実験動物福祉のために、その早
急な改善が望まれる。
　これらの観点から、本研究は異型輸血反応や輸血感染のおそれがなく、
ドナーを必要としない輸血資源として自己の血液（自己血）に着目し、外
科処置前に自己血を貯えて利用する自己血輸血のイヌにおける有用性評価
を行ったものである。
　まず第一章では、イヌの輸血の奏功事例と輸血副作用の事例を取り上げ、
輸血準備の重要性と輸血実施上の問題点を整理し、イヌを用いた動物実験
における自己血輸血の必要性を提起した。
　次に第二章では、自己血輸血の実施にあたっては必然的に保存された血
液を使用することになるので、イヌの血液の保存にともなう性状変化を、
①採血したまま保存した全血と、②血球成分を濃縮して調製した濃厚赤血
球液について明らかにして、それぞれ使用期限の設定を行った。
　続いて第三章では、自己血の採取過程においては採血分が動物自身の造
血によって補充される必要があることから、造血ホルモンであるエリスロ
ポエチンについて、まず、①このホルモンのエンザイムイムノアッセイに
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よるイヌの定量法を確立し、これを利用して、②潟血により実験的に貧血
させたイヌについて、その回復過程でのエリスロポエチン濃度の変化を観
察し、イヌの造血反応のモニタリングにこのアッセイが応用できることを
明らかにした。
　そして第四章では、イヌの実験外科処置における自己血輸血の実用性を
高め、その有用性を実証するための検討を行った。すなわち、血液の品質
変化による制約と、実験を能率的に進めるために、多量の自己血を短期間
で収集することが実際問題として必要となるが、この際、動物に貧血が生
じると採血を繰り返すことができず、準備すべき量の血液が得られなくな
る。このことが自己血輸血を実験に利用する場合の大きな制約となるが、
今回、①造血薬であるリコンビナントヒトエリスロポエチンをイヌの自己
血輸血に応用し、その著明な効果を明らかにするとともに、②このリコン
ビナントホルモンを利用した自己血輸血をイヌの実験外科処置に適用して、
その有用性を確認した。
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第一章　イヌを用いての動物実験における自己血輸血の必要性
はじめに
　イヌは生理学、薬理学などの基礎分野から臓器移植研究などの応用領域
にわたり、外科処置をともなった動物実験において極めて重要な実験動物
である（猪1982）。外科処置にあたっては輸血が必要となる場合が少なく
ないが、これまでイヌの輸血は、緊急時に手近な個体から採取した血液を、
血液型判定などの検査を省略して直ちに輸血することが多く（Howard　et
al　1992）、副作用に対する懸念が常に付随していた。当然のことながら、
輸血事故の事例を具体的に記述した報告（Gigereta11995）は、その性
質上、ごく限られているが、実務の立場からは重大な関心事である。本章
では、著者自身の経験による、イヌの臨床において輸血の奏功した事例と
副作用を生じた事例を述べ、それによって輸血準備の重要性と実施上の問
題点を整理し、イヌを用いての動物実験における自己血輸血の必要性を提
起した。
輸血の奏功事例
　イヌの輸血の奏功事例として、以下に1例の概要を示す。
　奏功事例11シェトランド・シープドッグ、♂、10歳、体重11㎏におい
て、咽喉頭部左後方、頚部に生じた鶏卵大の浸潤性腫瘍（悪性血管肉腫）
を切除する手術での事例である。手術前貧血はなく、充分な赤血球レベル
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（赤血球数［RBC］：665×IO4／μ1、ヘマトクリット［Ht］二49％、ヘモグロビ
ン濃度［Hb］二15，1g／dl）を認めたため、輸血の準備をせず手術を開始した。
左頚動脈を切断するなど300m1を超える多量の出血を生じたため、乳酸リン
ゲル液の点滴速度を上昇させて600ml以上の大量輸液を行った。手術終了後
一旦は覚醒したが、まもなく呼吸速迫、粘膜蒼白、意識低下などのショッ
ク状態に陥った。血圧も収縮期圧が70mmHg未満と著しく低下し、手術部か
らじわじわとしみ出るような持続性の出血が認められた。直ちに交叉試験
を行って血液を準備し、180m／の輸血を行ったところ急速に状態が好転し、
ショックから離脱した。約1ヶ月後、腫瘍の増殖により死亡するまで満足
すべき経過を示した。
輸血副作用の事例
　イヌの輸血副作用の事例として、以下に3例の概要を示す。
　副作用事例1：シェトランド・シープドッグ、♂、11歳、体重18㎏で、
肛門周囲の左側に発生したソフトボール大の浸潤性腫瘍（悪性骨肉腫）を
切除する手術での事例であるc，手術前から中等度の貧血（赤血球レベルが
正常値の6～7割程度、RBC：425×IO4／μ1、　Ht：30％、　Hb：10．　Og／dユ）が
認められた、，全身麻酔後、あらかじめ交叉試験を行って準備しておいた血
液を使用し、約40m1の輸血を行った。手術終了後、術部からじわじわとし
み出るような出血が止まらないため、再び同じ血液を用いて80m1の輸血を
実施した。出血は止まらず、呼吸も異常になり死亡した。
　副作用事例2：雑種、♂、8歳、体重14kgにおける、消化管内寄生虫（鉤
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虫および鞭虫）と腎不全による貧血での事例である。赤血球レベルが正常
値のおよそ3割（Ht：15％〉と重度の貧血σ）ため、250m1の輸血を行った。
この輸血では、交叉試験に加えて、Dog　Erythrocyte　Antigen－1（DEA－1）
システムが供血イヌと受血イヌのどちらでも陰性であることを確認した。
効果は一時的で、輸血後5日から循環血中での溶血が生じた。この時点で
輸血に使用した血液を再び交叉試験したところ、陽性反応を認めた。その
後2日間で異常呼吸、起立不能、不整脈などの異型輸血症状を発現し、貧
血も輸血前より進行した（Ht：12％）。血圧が著しく低下（収縮期圧：60
皿mHg以下）して危篤状態となったため、1回目と異なる血液を、　DEA－1陽性
で異型ではあったが、交叉試験を省略して緊急輸血した。不整脈が悪化し、
安楽死となった、，
　副作用事例3：マルチーズ、♀、8歳、体重3kgの原因不明の重症貧血で
の事例である。赤血球レベルが正常値の2割以下（RBC：84×104／μ1、　Ht：
8％、Hb：2．4g／dl）と極度の貧血のため、約50m1の輸血を交叉試験の後行
った。一旦効果を認めたが、6日後には再び輸血前と同程度の貧血状態に
戻り、翌日死亡した。
考　察
　出血や貧血に対する処置として、血液そのものを注入する輸血に勝るも
のはない。特に大量の血液が短時間で失われる場合には、輸血によるほか
は対処の方法がない。したがって外科処置をともなった動物実験を行う際
には、あらかじめ多量の失血が予測される場合はもちろんのこと、不慮の
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事故に備えるためにも、輸血用の血液を準備しておくことが望ましい。イ
ヌの外科処置においては、全血液量のわずか10％、すなわち体重1kgあたり
約9mlの血液が失われただけでショックを起こすことがあり（Bild　1953）、
輸血の用意は非常に大切である。
　比較的最近まで、イヌの輸血に際しては、特にそれが初回輸血の場合、
血液型を考慮する必要はないという立場（Owen＆Glen　1972，山内1983）
がなかば通説であった。ヒトと異なり、イヌの血液には強い異型輸血反応
を起こす先天的な抗体（自然抗体）が存在せず、異型輸血により抗原感作
されても抗体の形成には時間がかかる（Owen＆Glen　1972，山内1983）た
め、輸血前に簡単な交叉試験を行えば充分であるとされていた。初めての
輸血でも早ければ数日以内に抗体が形成されて遅延性の反応が出現し得る
こと（Crystal＆Cotter　1992，　Harrell　et　a11997a）は知られていたが、
それらの症状や経過を具体的に観察した記録は見あたらず、わずかに2回
目の輸血で急性の副作用を認めた1例報告（Gigereta11995）が最近公
表されたのみである。
　本章は、イヌを用いての動物実験における理想的な輸血法を考察するた
めに、著者自身が経験した事例にもとついて、イヌにおける輸血の効果と
副作用を整理したものであり、それぞれ興味ある特徴的な現象が観察され
た。事例数の性比に偏りがあるが、異型輸血反応の発現は免疫学的なもの
なので性差はないと考えられる。
　奏功事例1は、大量出血に対する輸血の効果を如実に示すとともに、外
科処置における輸血準備の重要性を強く示唆している。多量の出血による
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生体への悪影響は血液以外の液体を輸注しても補正されず、重度の酸素欠
乏、末梢循環不全から意識障害、ショックを生じ、ついには希釈された血
液が止血能を低下させ、出血傾向が認められた。すみやかに行われた輸血
により、動物はめざましく回復したが、前もって血液を用意して、手術中
から輸血していれば、このような事態そのものが回避できたはずであり、
術前に全く貧血が認められなくても、輸血の準備をしておくことの大切さ
が示された。
　副作用事例1は、急速に死の転帰をとったもので、輸血副作用の重大さ
を示している。生じた反応の機序にっいて充分な検索をなし得なかったが、
注入された血液が、循環中の血液に何らかの作用を及ぼしてその止血能を
障害したことが強く疑われた。輸血にともなう血液凝固障害は、急性の溶
血反応に引き続いて起こることが知られている（Tangner　1982，　Turnwald
＆Pichler　1985，　Authement　et　a11987，　Capon＆Sacher　1989，遠山
1989a，　Harrell　et　al　l997a，小守［Harrell＆Kristensen］1997）。使用
された血液は、交叉試験により、凝集や溶血を生じないことを確めてから
輸注されたが、輸血を受けたイヌの血液の反応力価があまり高くなかった
ため、試験管内検査では検出できず、見落とされた（Harrell　et　al　1997
b，小守［Harrel1＆Kristensen］1997）可能性がある。
　副作用事例2は、外科的輸血ではないが、明らかな溶血性の異型輸血反
応を呈し、また輸血と反応症状との因果関係が事後の検査で明確に確認さ
れた事例である。この事例では最初の輸血の前に、交叉試験に加え、最も
抗原性の強い血液型のDEA－1システム（Tangner　l982，江島・黒川1984，
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Pichler＆Turnwald　l985，池本ら1987a，　Harrell　et　al　1997a，小守
［Hale］1997）が、供血および受血イヌのいずれにおいても陰性であること
を確認したにもかかわらず、わずか数日のうちに重度の溶血性反応を起こ
す免疫応答が成立しており、遅延性の異型輸血反応としては予測の範囲を
超えて急激であった。瀕死期の2回目の輸血でやむを得ず使用された血液
は、DEA－1eq性であり、交叉試験も実施されなかったため、異型輸血反応を
悪化させた可能性が強い。
　副作用事例3は、激しい症状はみられなかったものの、輸血の効果がご
く短期間しか持続しなかった事例で、注入された血液が免疫応答により、
すみやかに流血中から排除されてしまったもの（Tangner　1982，江島・黒川
1985，池本ら1987d）と考えられた。この事例のような場合には、外見上
異型輸血反応をとらえにくく　（Tangner　1982）、また輸血を繰り返すとさ
らに激しい副作用を引き起こすことがある（Tangner　1982，　Pichler＆
Turnwald　l985，池本ら1987d，小守［Harrell＆Kristensen］1997）ので、
対処が困難である。
　いずれの事例における輸血も、交叉試験で凝集や溶血がみられないこと
を確認し、効果が期待できる予測のもとに実施されたが、1例では卓効を
認め、他の3例では種々の副作用を生じた。これらの事例からも明らかな
ように、イヌの血液が異型血液に対して顕著な反応を示す自然抗体を欠い
ていることは、決して血液型を無視した輸血を容認する根拠にはならず、
むしろ交叉試験の輸血前検査としての意義が低い（Tangner　1982，
Authement　et　al　lg87，　Harrell　et　al　1997b）こと、すなわち輸血副作用
13－一
の発現を事前に予測することが非常に困難であることを示している。
　これらの問題を解決してイヌの動物実験における効果的で安全な輸血を
可能にする理想的な方法として、自己の血液を利用する自己血輸血がある。
自己血輸血は、他の個体をドナーとして必要とせず、異型輸血反応や輸血
感染が皆無であるため、最も望ましい性質を備えた輸血である（Surgenor
1987）が、必要とする量の血液が得られるまで採血を分割して繰り返すた
めの期間のあることが条件となるuつまり緊急時に対応できない欠点があ
るが、動物実験における外科処置は常に計画的に行われるものであるから、
自己血輸血はまさに実験外科の場においてこそ意義をもつ有効な輸血法で
あり、その真価を充分発揮できるものと考えられる。
まとめ
　イヌの輸血で奏功した事例と副作用を生じた事例を取り上げ、これらの
実例を材料として、輸血準備の重要性と実施上の問題点を整理し、イヌを
用いての動物実験における理想的な輸血法を考察した。
　奏功事例より、外科処置における大量出血では、輸血によるほか対処の
方法がなく、またその効果は著しいことが確認された。不慮の事故の可能
性も含め、必要が生じたときにすみやかに輸血できるように、外科処置で
の輸血の用意は非常に重要であることが示された。
　一方、様々な副作用の事例から、イヌの血液が異型血液に対して顕著な
反応を示す先天的な抗体（自然抗体）を欠いていることは、従来通説的で
あった血液型を無視した輸血を容認する根拠にはならず、かえって副作用
14一
を事前に予測することが極めて困難であるという、イヌの輸血における特
殊な事情が明らかにされた。
　自己の血液を利用する自己血輸血は、このようなイヌの輸血実施上の問
題を解決し得る有望な方法であり、特に常に計画的に行われる動物実験に
おいては、自己血採取のための期間が確保できるため、理想的な輸血法で
あると考えられた。
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第二章　イヌの血液の性状に対する保存の影響
第一節　イヌ全血の保存による性状変化
はじめに
　ほとんど全てのイヌの輸血は供血動物から得た血液を直ちに注入する形
で行われている（Howardet　al　l992）が、自己血輸血では必然的に保存さ
れた血液を輸血することになる。イヌの血液の保存についてはこれまでも
いくつかの報告（Metcalf＆Stah11942，0wen＆Holmes　1972，
Eisenbrandt＆Smith　1973a，b）があるが、輸血に際して日常的に活用でき
る血液の採取と保存の方法は確立されていない。本節では、動物実験の場
において適当と考えられる方法でイヌの血液を保存し、血液に及ぼす保存
の影響を検討した。
材料と方法
　血液は、Dirofilaria　immitisおよびBrucella　canis陰性で健康なビーグ
ル種の成イヌ4頭（♂2頭、♀2頭、体重8．5～ll．Okg）から採取した。な
お、実験開始時には血液性状に性差などによるばらつきのないことを確認
した。採血は、アトロピン（0．04㎎／kg、皮下注射）、キシラジン（2㎎／kg、
皮下注射）およびケタミン（10㎎／kg、筋肉注射）による麻酔下で行った。
血液の採取に先立ち、採血により失われる循環血液量を補うために、乳酸
リンゲル液を擁側皮静脈へ点滴で注入した。血液は、市販のCitrate
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Phosphate　Dextrose（CPD）血液バッグ（テルモ、東京）を用いて、頚静脈
より体重1㎏あたり20mlに相当する量を、重力式で採取した。血液バッグ内
のCPD液の量は、血液100m1あたり14mlになるように、あらかじめ調整して
おいた。血液で満たされたバッグは直ちに封じ、バッグ内が確実に充分混
和されるように丁寧に撹搾した後、速やかに冷蔵庫（4～6℃）に保管した。
採血を終えたイヌには、直ちに10％デキストラン40生理食塩液（デキスト
ラン40、ミドリ十字、大阪）を、採取した血液と同量静脈内に注射して、
循環血液量を回復させた。
　バッグ内の血液の性状検査は、保存0（採血日）、3、7、10、14、17、
21、24および28日に行った。バッグを静かに回転させて血液をかき混ぜ、
採血チューブを切断して検査用のサンプル10m！を採取した。サンプリング
の後は直ちにチューブを結んで再びバッグを封じ、冷蔵庫に返却した。
　血液中の2、3－diphosphoglycerate（2，3－DPG）濃度は、　Rose＆
Liebowitz（1970）の方法に基づいた市販のキット（2，3－DPG　No．35－UV、
Sigma　Chemica1、　St．Louis）で測定し、ヘモグロビン（Hb）あたりの
μmol／gHbとして表示した。ヘモグロビン濃度はシアンメトヘモグロビン法
（Jain　1986）で定量した。血液塗抹を作成してメイーグリュンワルトーギ
ムザ染色し、顕微鏡で赤血球の形態を観察した。血漿ヘモグロビン濃度は
微量のため、ベンチジン法（仁科1972）で測定した。血漿中のナトリウム、
カリウム（Na　K　Analyzer　NK－60P、常光、東京）およびブドウ糖（Vision
System、ダイナボット、東京）濃度は、オートアナライザーで定量した。
血液のpHはpHメータ（Twin　pH　B－112、堀場、京都）で測定した。
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結　果
　血中2，3－DPG濃度は、0日におよそ19μmol／gHbで、7日の18μmol／gHbにか
けてごくわずかに減少した。その後は持続的に低下し、最終検査での平均
値は約11μmol／gHbであった（図2－1）。
　赤血球の顕微鏡的形態を、0、14および28日間保存した血液について図2
－2に示した。ほとんどの血球は保存10日までは正常の円盤状であったが、
14日以降は多くが球状となり、金平糖状の突起を有する血球も散見された。
突起を有する血球の割合は、保存日数が進むにつれて次第に増加した。
　血漿ヘモグロビン濃度は、赤血球形態と相関する変化を示した。保存後
10日までは、血漿ヘモグロビン濃度はおよそ15㎎／dlでほとんど変化しなか
った。14日から、その濃度は持続的に上昇し、28日には50㎎／dlを超える値
に達した（図2－3）。なお、血漿ヘモグロビンの定量は1例のイヌで実施で
きなかったため、数値は3例の平均値で示した。
　血漿中のナトリウム濃度は、保存17日までわずかに増加してプラトーに
達した。このときの濃度はおよそ150mEq／2であった。カリウム濃度は0
日の約2．8mEq／Qから、3日の3．5mEq／2に急上昇を示した後、緩やかな増
加を続け、最後の検査での平均値はおよそ4．2mEq／2に達した（図2－4）。
　血中ブドウ糖濃度は保存中持続的な低下を示し、0日に約450㎎／d1であっ
たが、28日にはおよそ280㎎／d1とな・）た。血液のpHも低下したが、保存後
17日まで7．0以上あり、最終検査でも6．8であった。
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図2－1：Citrate　Phosphate　Dextrose血液バッグ内で4～6℃に保存されたイヌ全血の2，3
－diphosphoglycerate（2，　3－DPG）濃度の変化（平均値±標準誤差、例数：4）
tg
0日 14日 28日
図2－2：Citrate　Phosphate　Dextrose血液バッグ内で4～6℃に保存されたイヌ全血における
赤血球の形態の変化。4例のイヌともほぼ同様な変化であった。メイーグリュンワルト
ーギムザ染色。×520
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図2－3：Citrate　Phosphate　Dextrose血液バッグ内で4～6℃に保存されたイヌ全血の血
漿ヘモグロビン濃度の変化（平均値±標準誤差、例数：3）
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図2－4：Citrate　Phosphate　DextrDse血液バッグ内で4～6℃に保存されたイヌ全血の血
漿カリウム濃度の変化（平均値±標準誤差、例数：4）
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考　察
　血液の採取と保存の方法はその性状に影響を与えるので、それらの操作
は適切な手法で行われるべきである。イヌの動物実験における自己血輸血
では、輸血用血液は実験の計画あるいは遂行中にそのイヌ自身から各施設
で調製されることになるので、採血にあたっては動物の福祉と安全に特に
注意しなければならない。
　輸血に際しての血液の採取と保存において、最も汎用されている器具は
CPD血液バッグであるが、これまでCPDバッグを使用してイヌの血液を保存
した研究報告は、わずかに1報（Eisenbrandt＆Smith　1973b）のみである。
本節で記された手法は、著者がイヌの臨床において日常的に活用している
方法であり、動物実験の実務でも適当であると考えられる。
　全血輸血の主な目的は、正常に機能できる赤血球を供給し、組織へ酸素
を運搬させることであるL）組織への効果的な酸素供給を促進するためには、
輸血の24時間後において、輸血された赤血球のうち少なくとも70％が生存
して活性を保持している必要がある（Pichler＆Turnwald　1985）。輸血血
液のin　vivoでの機能は、2，3－DPGのin　vitro測定によって判定できる。
2，3－DPGは赤血球の輸血後の寿命と機能の最も確実な判断材料である
（Eisenbrandt＆Smith　1973a）。高いレベルの2，3－DPGは、末梢組織にお
けるより多くの酸素放出を促進する（Ou　et　a11975，　Pichler＆
Turnwald　1985，　Authement　et　a1　1987）　o　Eisenbrandt　＆　Smith　（1973a）
は、イヌの血液をAcid　Citrate　Dextrose（ACD）液を用いて4℃で保存する
と、輸血24時間後の活性は次第に低下するが4週間の保存によっても70％
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には達しないと報告した。また、このとき2，3－DPG濃度は約20μmol／gHbか
ら7μmol／gHbに減少するとし、さらにCPD液で保存すると、2，3－DPGの濃度
は4週後でおよそ8μmol／gHbであると報告した（Eisenbrandt＆Smith
l973b）c，これらと比べて、本実験で検討したCPD保存血は、保存4週に至
っても明らかに高い濃度の2，3－DPG量を維持した。この高い濃度から、赤血
球が循環中でより優れた機能を果たすものと考えられた。
　保存中に観察された赤血球の顕微鏡的形態変化は、正常な血球の老化過
程に一致していた、，しかし、ほとんどの血球は最後の観察に至るまで、弾
力性の失われた小型の球状赤血球にはならなかった。保存血におけるこれ
らの変化は、血液循環の中に戻されると、一部は可逆的であることが知ら
れている（Pichler＆Turnwald　1985）。
　血漿ヘモグロビン濃度の成績から、溶血の程度は赤血球の形態学的変化
と密接な関係のあることが明らかとなった。ヒトにおいては、血漿中のヘ
モグロビンはおよそ50mg／dlで肉眼的に認められるようになる（Henry
1966）。今回材料としたイヌの保存全血では、4週後でようやくこのレベ
ルであった。採血時の非損傷的な取り扱いが、保存初期における血球の変
形や崩壊を避けるために必要である。
　赤血球の老化や変性は細胞膜の透過性増大を引き起こし、細胞内外の電
解質の濃度勾配を均衡化させる、，保存中に赤血球から放出されるカリウム
の総量が正常域の上限を超えると、輸血を受けたイヌに高カリウム血症が
生じるおそれがある。本実験においても血漿カリウム濃度の増加が観察さ
れたが、正常値の上限を充分下回る範囲での変化であった。
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　赤血球の栄養源としてCPD液中に含まれるブドウ糖は、保存中も血球が解
糖を続けることを可能にしている。解糖によりブドウ糖は消費されて乳酸
が蓄積し、その結果pHが低下する。実験結果にみられるように、保存血球
の代謝が低温保存により効果的に抑制されたため、ブドウ糖は枯渇せず、
代謝産物の過剰な産生、すなわちpHの著しい低下も避けられたと考えられ
た、，
　Owen＆Holmes（1972）の勧告にしたがい、著者はこれまでイヌの輸血用
血液はできるだけ保存1週間以内に使用していた。また、ヒトの輸血での
標準的な指針に基づいて、血液の活性と機能に対する配慮から、イヌの保
存血についても最大3週間を保存期限としていた。本実験の結果より、適
切な方法で採取したイヌの輸血用保存全血は、保存1～2週間まではほと
んど性状が変化せず、4週保存まで通常の輸血には使用可能であると結論
された。
まとめ
　実務の場で適当な手法を用いて、4頭のイヌから輸血用血液をCitrate
Phosphate　Dextrose血液バッグ内に採取し、冷蔵庫（4～6℃）で28日間に
わたり保存した。保存0、3、7、10、14、17、21、24および28日に検査用に
サンプルを採取して、血中2，3－diphosphoglycerate濃度、赤血球形態、血
漿ヘモグロビン濃度、血漿中ナトリウムおよびカリウム濃度、血中ブドウ
糖濃度および血液pHを測定した。その結果、イヌの輸血用血液は、保存1
～2週間以内ではその性状変化は軽微であり高い品質を有すること、また、
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保存後4週までは通常の輸血に使用できるだけの性状を保っていることが
明らかとなった。
一26一
　　　　　第　節　イヌ濃厚赤血球液の保存による性状変化
はじめに
　これまでイヌの輸血はほとんどが全血を使用して行われてきた（Howard
etal1992）。ところが、急速かつ大量の出血がある場合を除き、血球と
ともに注入される血漿成分は循環系に容量負荷をかけることがあり、酸素
運搬を担う赤血球のみを輸注するほうが望ましいとする立場から、液状成
分を除去して血球成分を濃縮し、濃厚赤血球として輸血する方法が一部で
試みられている。イヌの濃厚赤血球液の保存については2、3の報告（
Price　et　a11988，　Wardrop　et　al　1994a，b）があるが、本節では、いまだ
報告のみられないCPD血液バッグ中に保存されたイヌ濃厚赤血球液の性状変
化を明らかにするため、遠心法により調製された濃厚赤血球液を使用して
前節と同様な検討を行い、全血での成績と比較した。
材料と方法
　血液は、Dirofnaria　immitisおよびBrucella　canis陰性で健康なピー一・一グ
ル種の成イヌ4頭（♂2頭、♀2頭、体重7．9～1Llkg）から採取した。
なお、実験開始時には血液性状に性差などによるばらっきのないことを確
認した。採血に先立ち、アトロピン（0．04mg／kg、皮下注射）、キシラジン
（2㎎／kg、皮下注射）およびケタミン（10㎎／kg、筋肉注射）で麻酔し、採
血予定の血液量と等量の乳酸リンゲル液を静脈内注射して、末梢の血液循
環を良好にした。続いて、体重1kgあたり20m1の血液を、頚静脈から重力を
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利用して、市販のCPDダブルバッグセット（テルモ、東京）内に採取した。
血液は、血液100mlあたり14mlのCPD液を含む親バッグ内に採取し、その後
セットー式を4℃、50009で5分間遠心分離した。遠心後、分離スタンド
（テルモ、東京）を用いて、大半の血漿を連結チューブを通じて子バッグ
に押し出し、親バッグ内をヘマトクリット70～75％の濃厚赤血球液とした。
連結チューブを固く結紮後切断し、子バッグを除去した。親バッグは静か
に撹搾した後、4～6℃に調節された冷蔵庫に保管した。採血を終えたイヌ
には、すみやかに採血量と同量の10％デキストラン40生理食塩液（デキス
トラン40、ミドリ十字、大阪）を静脈内に注入して、循環血液量を回復さ
せた。
　保存、0、3、7、10、14、17、21、24および28日に、血液バッグを丁寧に
回転させて内容を混和してから検査用サンプルとして10mlの濃厚赤血球液
を採取した。採取したサンプル4mlを遠心して血漿を分離し、赤血球中2，3
－DPG濃度はRose＆Liebowitz（1970）の方法に基づいた市販のキット（2，
3－DPG　No，35－UV、　Sigma　Chemical、　St．Louis）で測定し、μmol／gHbで示し
た。なお、ヘモグロビン（Hb）濃度はシアンメトヘモグロビン法（Jain
1986）で測定した。血液塗抹標本をメイーグリュンワルトーギムザ染色し、
顕微鏡で観察した。血漿ヘモグロビン濃度は微量のためベンチジン法（
仁科1972）で、ナトリウム、カリウム（Na　K　Analyzer　NK－60P、常光、東
京）およびブドウ糖（Vision　System、ダイナボット、東京）濃度は、オー
トアナライザーで測定した。血液のpHはpHメータ（Twin　pH　B－112、堀場、
京都）で測定した。
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結　果
　赤血球中2，3－DPG濃度の変化を図2－5に示した。保存後10日までは、濃度
はおよそ17μmol／gHbでほとんど変化しなかったが、その後は持続的な低下
を示し、28日の平均濃度は約8μmol／gHbであった。
　赤血球の顕微鏡的形態変化を図2－6に示した。濃厚赤血球液調製直後の最
初の観察時から、塗抹標本に多数の球状赤血球が認められた。金平糖状の
突起を有する血球は保存14日から出現しはじめ、その数は最後の検査日ま
で次第に増加した。
　血漿ヘモグロビン濃度は、0日に約90㎎／dlであり、次第に増加して28日
には平均値でおよそ190㎎／dlに達した（図2－7）。
　血漿中ナトリウム濃度の保存中の上昇は非常に軽微であり、28日後の濃
度は約160mEq／9であった。カリウム濃度は、0日の3．4mEq／2から3日の
6．3mEq／2にかけて急に上昇した後徐々に増加し、最終検査での平均濃
度はおよそ7．7mEq／2であった（図2－8）。
　血漿中のブドウ糖濃度は0日に約480皿g／d1であったが、保存中持続的な低
下を示し、4検体中2検体が24日に測定限界（10㎎／d1）未満となり、28日
には濃度測定可能なサンプルは1検体のみであった。保存21日での4検体
の平均濃度はおよそ60㎎／d1であった。
　血液のpHは、保存後7日まではおよそ7．1でほとんど変化しなかったが、
その後は低下して28日では6．7であった。
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図2－5：Citrate　Phosphate　Dextrose血液バッグ内で4～6℃に保存されたイヌ濃厚赤血
球液の2，3－diphosphoglycerate（2，3－DPG）濃度の変化（平均値±標準誤差、例数：4）
30
0日 14日 28日
図2－6：Citrate　Phosphate　Dextrose血液バッグ内で4～6℃に保存されたイヌ濃厚赤血
球液における赤血球の形態の変化。4例のイヌともほぼ同様な変化であった。メイー一一一
グリュンワルトーギムザ染色。×520
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図2－7：Citrate　Phosphate　Dextrose血液バッグ内で4～6℃に保存されたイヌ濃厚赤血
球液の血漿ヘモグロビン濃度の変化。（平均値±標準誤差、例数：4）
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図2－8：Citrate　Phosphate　Dextrose血液バッグ内で4～6℃に保存されたイヌ濃厚赤血
球液の血漿カリウム濃度の変化。（平均値±標準誤差、例数：4）
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考　察
　濃厚赤血球液は血漿の大半が除かれているので、輸血したときの循環系
への容量負荷が少ない特長がある。本来は慢性貧血での利用価値が高いが、
生理食塩液に血球を再浮遊させるなどの工夫により、外科的輸血にも利用
可能である（Chaplin，Jr　1969，遠山1989b，二之宮1989）。本節では、
前節と同様の方法で採取したイヌ全血から濃厚赤血球液を調製し、保存に
ともなう性状変化を観察して、自己血輸血における利用価値を考察した。
　赤血球の輸血後の活性と酸素運搬機能の指標である2，3－DPG濃度は、4週
間の保存で1／2弱に減少し、最終検査での値は約8μmo1／gHbであった。この
値は、Eisenbrandt＆Smith（1973a）の報告での成績と比較して、イヌの
輸血における最小必要量よりは高かった。しかし、前節で示した全血での
場合と比べると低い濃度で推移しており、輸血効果の点で劣ると考えられ
た。
　赤血球形態および血漿ヘモグロビンは、濃厚赤血球液調製直後から著し
い変化が認められた。赤血球の形態では、当初から多くの球状赤血球が認
められるなど変形が目立ち、血漿ヘモグロビン濃度は、最初の検査から肉
眼的に明らかな溶血を認めるレベル（50㎎／dl以上［Henry　1966］）を超えて
いた。これらの変化は保存にともなってより顕著になったが、輸血に使用
可能な範囲内ではあった。すなわち、変形した血球も、終末時に観察され
る小型で伸縮性を失った球状赤血球にはほとんどならず、血液循環中に戻
されれば可逆的と考えられた（Plchler＆Turnwald　1985）。また、高濃度
の血漿ヘモグロビンも輸血により高血色素血症を起こすことはないと考え
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られた。つまり、例えば4週間保存した濃厚赤血球液を、標準的な輸血速
度の上限である10ml／k9／h（Killingsworth　1984）で輸注した場合、投与さ
れる遊離ヘモグロビンの量は、4週保存後の血漿ヘモグロビン濃度がおよ
そ190㎎／d1、ヘマトクリットが70～75％であるから、計算により約5～6㎎
／kg／hということになる。この量のヘモグロビンは、イヌにおけるヘモグロ
ビン異化の最大速度（70㎎／㎏／h［Coburn＆Kane　1968］）を充分下回って
いる。このように、この濃厚赤血球液で観察された血球の変形および溶血
は、輸血使用に耐えうるものであったが、前節で示された全血での成績と
比較すると著しく、また最初の観察ですでに認められた変化であることか
ら、濃厚赤血球液を調製するために全血を血球成分と血漿成分に分離する
操作が、赤血球の形態変化と溶血を生じさせたものと考えられた。
　血漿中の電解質では、保存中のカリウム濃度の増加が顕著であった。こ
の濃度の増加は、溶血および血球の細胞膜の透過性充進により、血球内か
らカリウムが放出されたためと考えられた。本実験の濃厚赤血球液のヘマ
トクリットが70～75％、4週間保存後の血漿カリウム濃度が平均7．7mEq／
9であるから、これを10ml／kg／hで輸血した場合、投与されるカリウムの
量はおよそO．02mEq／㎏／hとなる。この量は、標準的なカリウム投与の最大
量（0．5mEq／k9／h［Schaer　l982〕）より充分少ないので、輸血により高カリ
ウム血症を生ずることはないと考えられた。しかし、全血の2倍近い値で
推移しており、血球の変性が液状成分の電解質組成に強い影響を与えてい
ることが示された。
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　濃厚赤血球液の保存中、ブドウ糖濃度は著しく減少し、これによるpHの
低下も認められた。保存血液中のブドウ糖は解糖により消費されてその濃
度が低下し、また代謝産物である乳酸やピルビン酸が蓄積して血液のpHが
低下する。今回の観察では、pHの低下は極端ではなかったが、保存中の血
球が4週間のうちに利用可能なブドウ糖をほとんど枯渇させてしまった。
　結論として、イヌの濃厚赤血球液は保存後4週まで輸血に使用可能と考
えられたが、赤血球機能の指標である2，3－DPG濃度が全血の場合より低い値
で推移したこと、血球の変形や溶血性の変化も著明であったことから、全
血よりも品質が劣り、外科処置での自己血輸血において、全血にかえて敢
えて利用する価値は乏しいと考えられた。
まとめ
　Citrate　Phosphate　Dextroseダブルバッグを使用した遠心法で、4頭の
イヌから得た血液より濃厚赤血球液を調製し、4～6℃に調節された冷蔵庫
で28日間にわたり保存した。保存中の性状変化を全血と比較し、濃厚赤血
球液のイヌの自己血輸血での利用価値を考察した。保存にともない、赤血
球中2，3－diphosphoglycerate濃度の減少、血球の変形、血漿ヘモグロビン
およびカリウム濃度の増加などが認められた。これらの変化は、保存後4
週に至るまで輸血に使用可能な範囲内ではあったが、保存全血の性状変化
と比べると著しく、品質で劣ることが明らかとなった。結論として、イヌ
の濃厚赤血球液は保存4週まで輸血に利用できるが、外科処置での自己血
輸血において、全血にかえて使用する意義は少ないと考えられた。
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第三章　イヌの血清エリスロポエチンのエンザィムイムノアッセイによる
　　　　趨
第一節　ヒトエリスロポエチン測定エンザィムイムノアッセイ系の
　　　　イヌ血清への応用
はじめに
　エリスロポエチンは赤血球の産生を促進し、赤血球数の調節に重要な役
割を果たしているホルモンであるから、その血液中の濃度を測定すること
は造血反応を把握するために非常に重要である。自己血採取の過程におい
ても、反応性の造血充進を最も早期に感度よく捉えるには、エリスロポエ
チン濃度の測定が最も望ましい。
　エリスロポエチンはバイオアッセイあるいはイムノアッセイによって測
定できる（浦部1991，Giger　1992，　Jelkmann　1992）。多血マウス法とし
て知られるin　vivoのバイオアッセイは、エリスロポエチンの生理学的活性
を直接判定する方法であるが、感度が低く、多量のサンプルと多数のマウ
スを必要とし、また測定に非常に時間がかかる。in　vitroのバイオアッセ
イは、幼若マウスの脾臓や胎子の肝細胞などを用いて、これらの培養造血
細胞中での生物学的効果を検査するものであるが、サンプルに含まれる非
特異的因子によって結果が大きく影響されるため、精度が低くなる。近年、
ヒトのエリスロポエチン測定にはラジオイムノアッセイあるいはエンザイ
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ムイムノアッセイが開発され（Sherwood＆Goldwasser　1979，　Birgegard
et　al　1982，　Wognum　et　al　1989，　Goto　et　a11989）、市販のキットも入
手できるようになった（Giger　l992）。これらは必要とするサンプル量も
少なく、正確で感度も高い。
　ヒトエリスロポエチンのイムノアッセイ系をイヌでの標準的な測定法と
して応用する試みはこれまでもなされてきた。Kingeta1（1992）は、イ
ヌの慢性腎不全の臨床例で血清エリスロポエチン濃度を測定し、その報告
の中で、ヒトエリスロポエチンに対する抗体を利用したラジオイムノアッ
セイの方法を簡潔に記している。しかしながら、このアッセイでは、高い
親和性と特異性をもった抗血清を自作するか、あるいは分与を受けなけれ
ばならない。また、アッセイ系をセットアップするには時間がかかり、さ
らに放射活性を測定するための特殊な設備が必要である。
　これに対して、本章の実験で使用したエンザイムイムノアッセイ（EIA）
キットは、品質が一定しており、通常の実験室でも容易に利用可能で、迅
速にデータを得ることができる。このアッセイ系はヒトのエリスロポエチ
ンを測定するために開発されたものであるが、本節では、イヌの血清エリ
スロポエチン濃度の定量にこれを応用し、基礎的な信頼性の検討を行った。
材料と方法
　Xfi　ELEL＠：2頭の雑種成イヌ（♀）とビーグル種の成イヌ23頭（♂12頭、
♀11頭）を使用した。体重の分布は8．5～14．Okgであった。すべてのイヌは
健康でDirofilaria　immitisおよびBrucella　canis陰性であり、このEIAキ
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ットによる血清エリスロポエチン濃度の正常範囲を求めるために使用され
た。さらに、雑種2頭とビーグル3頭については潟血を行って貧血させ、
血清中のエリスロポエチン濃度を増加させた。これらのイヌからは高濃度
のエリスロポエチンを含む血清サンプルを採取するとともに、次節の実験
において、貧血からの回復過程におけるエリスロポエチン濃度の変化を観
察した。なお、実験開始時には血液性状に性差などによるばらつきのない
ことを確認した。
　1血とサンプリング：アトロピン（0．04㎎／㎏、皮下注射）、キシラジン
（2㎎／㎏、皮下注射）およびケタミン（10㎎／㎏、筋肉注射）による麻酔下
で、5頭のイヌそれぞれに潟血予定の血液量と等量の乳酸リンゲル液を静
脈内注射して、末梢の血液循環を良好にさせた。その後、体重1kgあたり
22．5m1の血液（全血液量のおよそ1／4［池本ら1987b］）を頚静脈穿刺により
脱血した。潟血後はすみやかに脱血量と同量の10％デキストラン40生理食
塩液（デキストラン40、ミドリ十字、大阪）を静脈内に注入して、循環血
液量を回復させた。潟血前（0日）と潟血後1、3、6、9、12、16および20日
に、10mlの血液サンプルを僥側皮静脈からプラスチック製の注射器を用い
て採取した。血液サンプルのうち2m1はEDTAによって凝固を阻止し、次節の
血液学的検査の材料とした。残りのサンプルを遠心分離して血清をとり、
エリスロポエチンのアッセイに使用した。血清サンプルはアッセイまで
一35℃で凍結保存した。サンプリングの期間中、それぞれのイヌには、潟血
の結果体外へ失われた鉄の150％に相当する量の鉄を、コンドロイチン硫酸
鉄（ブルタール、大日本製薬、大阪）を分割して静脈内に投与することに
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より補充した。この鉄の量は、2m1の血液は1。1㎎の鉄を含む（Smith
1992）ものとみなして算出した。
　血清エリスロポエチン濃度の定量法：ヒトの血清エリスロポエチン測定
のための、ワンステップサンドィッチ式EIAキット（イムノエリット・EPO、
東洋紡、大阪）を、ヒトにおける測定法に準じて使用した。このアッセイ
系は、世界保健機構で検定済の、ヒト尿由来のエリスロポエチンを標準品
とし、ヒトエリスUポエチン免疫マウスモノクローナル抗体を使用した。
抗体のうち、酵素（ペルオキシダーゼ）で標識された抗体はエリスロポエ
チン分子のN末端を認識し、一方の、反応槽をコートする抗体はC末端近
傍の分子の一部に結合するものであった。エリスロポエチンを含む25μ1の
サンプルとペルオキシダーゼ標識抗体の含まれた75μ1の緩衝液を、エリス
ロポエチンに対する抗体でコートされたマイクロタイタープレートの反応
槽内で、室温（10～30℃）でインキュベートし、抗体一エリスロポエチン
ー抗体・酵素のサンドイッチ状の複合体を形成させた。標準品についても
サンプルと同様にインキュベートした。インキュベート終了後、反応槽内
の混合液を吸引除去し、反応槽をTween　20を含む緩衝液で3回洗浄して、
複合体を形成せず結合していない酵素標識抗体を洗い流した。ペルオキシ
ダーゼの基質として、オルトフェニレンジアミンニ塩酸塩の過酸化水素溶
液を、各反応槽に添加した。基質液を容れた反応槽を暗所で30分間、室温
（10～30℃）でインキュベートすることにより発色させ、1Mの硫酸を加え
て酵素反応を停止した。反応槽の吸光度を、プレートリーダー（SJeia
Auto　Reader、三光純薬、東京）を使用して、波長490　nmで測定した。エリ
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スロポエチンの濃度は、標識酵素であるペルオキシダーゼの活性に直線的
に比例するため、サンプル中のエリスロポエチン濃度は、その吸光度を利
用して標準直線から読み取った。
　ipa　SEjmp．flEjge　g　mo　ee　kp：広い範囲において、エリスロポエチン濃度と測定され
る吸光度が直線的に比例することを確認するため、各濃度の標準品を2回
測定して標準直線を観察した。
　使用抗体のヒトとイヌでの交叉反応性の　討：ヒトエリスロポエチン標
準品と、潟血したイヌから得たサンプルを混合して調製したイヌプール血
清を、それぞれ段階的に希釈してアッセイの材料とした。横軸に希釈率、
縦軸に吸光度の変化率をとってプロットし、交叉反応性の根拠となる希釈
平行性を検討した。
　Z＿乙一：潟血したイヌから得たサンプルを混合すること
により、濃度の異なる5種類のプール血清を調製した。それぞれのプール
血清を、1本の標準直線を用いて5回ずつ測定し、変動係数を算出した。
　Z－1同じ5濃度のプール血清を用いて、3重測定を
3回の異なるアッセイで繰り返し、変動係数を算出した。
　希釈試験：5濃度の同じプール血清を、それぞれ4段階に希釈してエリ
スロポエチン濃度を2回測定し、希釈直線性を検討した。
　測定感度の検討：複数の盲検の吸光度を測定して平均（mean）と標準偏
差（SD）を求め、　mean＋2SDより標準直線からこのアッセイによるエリスロ
ポエチンの最低検出限界濃度を求めた。
　イヌの血→エリスロポエチン　　の正ma　の孟定：25頭のイヌすべてに
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ついてエリスロポエチン濃度をそれぞれ2回測定し、平均値および標準偏
差を求め、正常域を設定した。
結　果
　典型的な標準直線を図3－1に示した。この図にみられるように、イヌのエ
リスロポエチン濃度は、標識酵素活性、すなわち吸光度と直線的に比例し
ていた。
　ヒトエリスロポエチンとイヌプール血清について、横軸に希釈率、縦軸
に吸光度の変化率をとってプロットしたところ、ヒトとイヌで共通の1本
の直線が得られ、希釈平行性が明らかにされた（図3－2）。
　アッセイ内およびアッセイ間再現性試験における変動係数は、表3－1に示
されているように、1．02～22．45％に分布していた。サンプル中に含まれる
エリスロポエチン濃度が高いほど、変動係数が小さくなる傾向が認められ
た。
　図3－3に示したように、5濃度のプール血清サンプルいずれにおいても希
釈試験によって直線性が認められた。
　複数の盲検の吸光度測定によるこのアッセイのエリスロポエチン濃度の
最低検出限界は、0．09mlU／m1であった。
　25頭の健康な成イヌにおける血清エリスロポエチン濃度は、5頭のイヌ
で測定限界未満であり、最高値は31．8mlU／ml、平均値±標準偏差は6．77
±6．82mlU／mlであった。
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図3－1：使用したエンザイムイムノアッセイ系の典型的な標準直線。エリスロポエチン
の濃度は酵素の活性に直線的に比例する。吸光度は490㎜で測定されたもので各濃度と
も2回測定の平均値を示している
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図3－2：ヒトのエリスロポエチン標準品とイヌプール血清で得られた直線。縦軸は希釈
率1／1での吸光度（ABS、）に対する各希釈率の吸光度（ABS）の百分率を示した。各測
定値とも2回測定の平均値である
表3－1：5濃度のイヌのプール血清でのエリスロポエチン濃度のアッセイ内およびアッ
セイ間再現性試験における変動係数
アッセイ内再現性試験（測定回数：5）　アッセイ間再現性試験（測定回数：3）
平均値　標準偏差　変動係数
（mlU／ml）　　　　　（％）
平均値　標準偏差　変動係数
（mIU／ml）　　　　（％）
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図3－3：5濃度のエリスロポエチンを含むイヌのプール血清での希釈試験における直線
性。各測定値は2回測定の平均値を示す
考　察
　エリスロポエチンはヒトおよび動物の両者において、現在注目されてい
るホルモンである。近年、ヒトのエリスロポエチンが分離、精製され、さ
らに人為的に生産できるようになり、このホルモンの作用や調節機構につ
いての知識が著しく進歩した。また、ヒトエリスロポエチンの簡便なアッ
セイが貧血の原因の診断に応用され、さらにリコンビナントエリスロポエ
チンが慢性腎不全による貧血の治療（Giger　l992，　Jelkmann　1992）に用い
られるなど、このホルモンの臨床への応用も可能になった。エリスロポエ
チンのラジオイムノアッセイの開発（Kingetall992）やリコンビナント
ヒトエリスロポエチンの治療への応用（Bloomberg　et　a11992，　Henry
1994）は、動物においても慢性腎不全の臨床例を材料として最近試みられ
ている。このような関心の高まりにもかかわらず、イヌのエリスロポエチ
ン測定に利用できるEIAキットはこれまでに報告されたことがない。本節の
研究は、ヒトのEIAキットのイヌエリスロポエチンアッセイへの適用の可否
を検討したものである。
　使用したEIAで、エリスロポエチンの濃度は測定される吸光度に直線的に
比例するため、吸光度から濃度への変換が非常に簡単であった。また、ヒ
トエリスロポエチンとイヌプール血清の希釈列をサンプルとした測定にお
いて希釈平行性が示され、このアッセイで用いられている抗体がヒトだけ
でなくイヌのエリスロポエチンに対しても反応すること、すなわちヒトと
イヌにおける交叉反応性が明らかにされた。
　アッセイ内およびアッセイ間再現性試験の結果より、このEIAキソトで得
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られる成績のばらっきは、高濃度のエリスロポエチンを含む血清でも、正
常サンプルでも小さかった。希釈試験で認められた直線性も、このキット
のイヌのエリスロポエチン定量に対する信頼性を示すものであった。
　このアッセイの理論的な最小検出限界濃度は0．09mIU／皿1であった。この
感度は、イヌのエリスロポエチン濃度の測定に際して充分鋭敏と考えられ
た。
　25頭のイヌにおけるこのEIAでのエリスロポエチン濃度の平均値±標準偏
差は、6．77±6．82mlU／mlであった。　Oishi　et　a1（1992）は、75頭の正常イ
ヌの血漿を濃縮してから多血マウス法でエリスロポエチン濃度を測定し、
その平均濃度は9．14±7．　81mlU／m1であったと報告している。このように、
本節の測定で得られた結果は、エリスロポエチン定量の標準法であるin
vivOのバイオアッセイを用いて測定された成績に極めて近似していた。
　測定の対象とした正常イヌのうち、このEIAキットによって血清エリスロ
ポエチン濃度が定量できないイヌが数例認められた。イヌのエリスロポエ
チンの精製標準品は存在しないから、既知量のイヌエリスロポエチンを血
清に添加してその回収率を測定する、いわゆる添加回収試験によってアッ
セイの正確さを検討することは不可能である。したがって、イヌの血清に
おいては、このアッセイによって定量されるエリスロポエチン濃度が若干
低く見積られている可能性を否定できない。このことは、イヌのエリスロ
ポエチン濃度の個体差が比較的大きいこととあわせて、個々の対象につい
て1回の測定で厳密な判定を下すことが困難であることを示唆する。しか
し、貧血であるにもかかわらず、血清エリスロポエチン濃度が検出限界未
一48一
満であったり、低濃度あるいは正常域にあるような場合には、エリスロポ
エチン産生が障害されているとみなして差し支えないと考えられる。すな
わち、生理学的調節機構が正常ならば、貧血の発現とともにエリスロポエ
チンの血清中の濃度は、指数関数的に増加する（Giger　1992，　King　et　al
1992）。
　このEIAキットは通常の検査室で容易に利用でき、3時間以内にデータを
得ることが可能である。また、必要とされるサンプル量が25坦と非常に少
量であることは、動物実験に応用する上で大変有利である。イヌの血清サ
ンプルを保存したときのエリスロポエチンの安定性は綿密に検討しなかっ
たが、－35℃で1年以上保存したいくつかのサンプルについて測定を繰り返
したところ、免疫反応性の減少をうかがわせるような変化は認められなか
った。
　本節における検討から、用いられたヒトエリスロポエチン測定EIAキット
は、イヌエリスロポエチンの定量に充分使用可能であることが示された。
まとめ
　イヌエリスロポエチンのアッセイに対して、ヒトの血清エリスロポエチ
ン測定のためのエンザイムイムノアッセイ（EIA）キットを応用し、その有
用性を検討した。ヒトエリスロポエチン標準品とイヌプール血清の希釈列
を用いてアッセイしたところ、広いエリスロポエチン濃度の範囲において
希釈平行性が認められ、ヒトおよびイヌのエリスロポエチンに対する使用
抗体の交叉反応性が明らかにされた。イヌのサンプルにおける、アッセイ
一49一
内およびアッセイ間再現性試験での変動係数の平均値は、それぞれ9．72％、
7．19％であった。理論的な最小検出限界濃度は0．09mIU／mlであった。25頭
の健康な成イヌでの血清エリスロポエチン濃度は、最小検出限界未満から
31．8mlU／mlまで分布しており、平均値±標準偏差は6，77±6．82mIU／m1であ
った。これらの結果より、このEIAキットによる測定は、イヌのエリスロポ
エチン濃度の定量法として充分信頼できる方法であることが示された。
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第二節　イヌの貧血からの回復過程におけるエリスロポエチン濃度の
　　　　エンザィムイムノアッセイによるモニタリング
はじめに
　エリスロポエチンは赤血球の産生を調節するホルモンであるから、その
濃度の測定は、造血障害の原因や対処の方法について重要な情報を提供す
る。自己血輸血では、自己血の採取に対して反応性の造血充進が起こり、
採血分が補充されることが必要である。しかしながら、ヒトの自己血輸血
のための採血によって必ずしも造血機能が刺激されず、貧血の生じること
が報告（Kickler＆Spivak　1988）されている。イヌの動物実験での自己血
輸血においても、計画通りに自己血を準備するためには、採血の過程での
造血反応を的確に把握しなければならない。このためには、血清エリスロ
ポエチン濃度を測定し、その変化を観察することが理想的である。本節で
は、第一節でイヌでの信頼性の確認されたEIAキソトを利用し、潟血により
実験的に貧血させた5頭のイヌを用いて、その貧血からの回復過程におけ
る血清エリスロポエチン濃度を経時的に測定し、イヌの造血反応のモニタ
リングにこのアッセイが応用できることを明らかにした。
材料と方法
　第一一節の実験で、Dirofilaria　immitisおよびBrucella　canis陰性で健康
であることを確認し、アトロピン（0．04㎎／㎏、皮下注射）、キシラジン
（2㎎／kg、皮下注射）およびケタミン（10㎎／kg、筋肉注射）による麻酔下
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で、頚静脈穿刺により全血液量の約1／4の潟血を行って貧血させた5頭の成
イヌ（雑種♀2頭、ビーグル♂2頭、♀1頭、体重9．0～11．Okg）を使用し
た。実験開始時、血液性状に性差などによるばらつきは認められなかった。
潟血前（0日）と潟血後1、3、6、9、12、16および20日に擁側皮静脈より採
取された血液10mlのうち、2m1をEDTAで凝固阻止して貧血の評価のための血
液学的検査に使用した。また、残りの血液から得られた血清サンプルの一
部を用いて血清エリスロポエチン濃度を測定した。なお、第一節にも記し
たように、これらの貧血させたイヌにはサンプル採取の期間中、潟血によ
り体外へ失われた鉄の150％に相当する量の鉄を分割して投与した。貧血の
評価は、赤血球数、ヘマトクリット、ヘモグロビン濃度および網赤血球数
を測定して行った。赤血球数は自動血球計算機（Celltac　MEK－4300、日本
光電、東京）を使用して測定した。ヘマトクリットおよびヘモグロビン濃
度は、それぞれミクロヘマトクリット法、シアンメトヘモグロビン法で測
定した（Jain　l986）。網赤血球数は、まずブリリアントクレシルブルーで
染色した血液塗抹標本を鏡検して赤血球に対する網赤血球の百分率を求め、
これに赤血球数を乗じて算出した（Jain　1986）。血清エリスロポエチン濃
度は、前節でイヌでの定量が可能であることが確認されたEIAキット（イム
ノエリット・EPO、東洋紡、大阪）を用いて測定した。
結　果
　潟血されたイヌは急激な赤血球パラメーター（赤血球数、ヘマトクリッ
トおよびヘモグロビン濃度）の低下を示した。図3－4に示されているように、
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ヘモグロビンの最低濃度は潟血後3日に観察され、その平均濃度は、潟血前
が15g／d1であったのに対して11．6g／d1であった。ヘモグロビンの低下にと
もない、血清エリスロポエチンは直ちに増加し、少し遅れて網赤血球も増
加した。エリスロポエチン濃度のピークは潟血後3日で85。2mIU／m1、網赤血
球数の最高値は12日に観察されて8．33×104／μ1であった。エリスロポエチ
ンと網赤血球の増加にともない、ヘモグロビン濃度は潟血前の値に向けて
徐々に上昇した。ヘモグロビン濃度が回復するにつれ、血清エリスロポエ
チンは急速に低下し、これに続いて網赤血球数が次第に減少した。
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図3－4：潟血により貧血させたイヌの回復過程におけるヘモグロビン濃度、網赤血球数
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考　察
　自己血輸血のための採血の過程では、血清中のエリスロポエチン濃度の
変化を観察し、造血反応を早期に感度よく把握することが望ましい。本節
では、潟血により実験的に貧血させたイヌを材料として、脱血刺激に対す
るエリスロポエチン濃度の変化をEIAによってモニタリングした。
　潟血の結果貧血となったイヌにおいて、血清エリスロポエチン濃度の急
速な上昇と、それにやや遅れる網赤血球の増加が明確に認められた。ヘモ
グロビン濃度が回復すると、血清エリスロポエチン濃度も網赤血球数もと
もに減少したnこの実験結果より、このEIAにより定量された血清エリスロ
ポエチン濃度の変動は、貧血に対する通常の生理学的反応と一致する変化
であることが明らかとなり、イヌの造血反応のモニタリングにこのアッセ
イは応用できることが示された。
まとめ
　潟血により実験的に貧血させた5頭のイヌについて、貧血からの回復過
程における血清エリスロポエチン濃度の変化を、あらかじめイヌでの信頼
性を確認したエンザイムイムノアッセイ（EIA）系を用いて観察した。その
結果、貧血に対する通常の生理学的反応に一致する変化が観察され、この
EIAはイヌの造血反応のモニタリングに利用できることが明らかとなった。
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第四章　イヌの自己血輸血におけるリコンビナントヒトエリスロポエチン
　　　　の効果
第一節　リコンビナントヒトエリスロポエチンのイヌの自己血輸血
　　　　への応用
はじめに
　エリスロポエチンは赤血球の産生とその数の調節に重要な役割を果たし
ているホルモンである。近年、遺伝子工学技術の進歩によって、人為的に
大量生産されたリコンビナントヒトエリスロポエチン（rhEPO）が利用でき
るようになった。ヒトの医学では、慢性腎不全による貧血患者の治療や、
待機手術のために自己血を準備するときに利用されるなど、数多くの臨床
応用が報告（Giger　1992，　Jelkmann　1992）されている。動物に対する
rhEPOの応用は、慢性腎不全での貧血治療に使用された報告（Bloomberg
et　a11992，　Henry　1994）がみられるのみで、自己血輸血での利用は未だ
試みられていない。
　自己血は異型輸血反応や輸血感染のおそれがなく、最も理想的な輸血資
源であり（Surgenor　1987）、他の個体をドナーとして必要としないため、
血液の入手が困難なイヌの輸血（Niebauer　1991，　Howard　et　a11992）で
は、積極的な利用が期待される。また、外科処置の前に自己血を保存し貯
えておく方法は、常に計画的に行われる動物実験では特に応用しやすいと
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考えられる。しかしながら、短期間で多量の自己血を得るために採血を繰
り返すと貧血が生じることがあり、このことが自己血輸血を実地に応用す
るときのもっとも大きな問題点である。Maeda　et　a1（1989）は、整形外科
の待機手術が予定されているヒトの患者において、2週間で1200m1の自己
血を採取したところ貧血を生じたと報告している。
　本章第一節では、イヌの自己血輸血のための採血の過程におけるrhEPOの
著明な造血促進効果を明らかにした。
材料と方法
　使用動　と実　計画ll2頭のビーグル種の成イヌ（♂6頭、♀6頭、体
重8．5～12．8㎏）を使用した。すべてのイヌは健康であり、Dirofilaria
immitisおよびBrucella　canisが陰性であること、血液性状に性差などによ
るばらつきのないことを確認した。動物は生理食塩水投与群（生理食塩水
群）、鉄剤投与群（鉄群）、鉄剤およびrhEPO投与群（鉄＋EPO群）の3群
に4頭ずつ分けた。各群のイヌの体重の平均値±標準偏差は、生理食塩水
群で10．6±L8kg、鉄群で10．1±1。3㎏、鉄十EPO群で9．3±0．8kgであった。
実験開始日　（0日）、3日、および自己血採血（7、10日）を行った直後に、
生理食塩水群ではプラセボとして生理食塩水を、鉄群では4．1㎎／kgの鉄
（コンドロイチン硫酸鉄；ブルタール、大日本製薬、大阪）を投与し、鉄
＋EPO群では4．1㎎／㎏の鉄に加えて6001U／kgのrhEPO（エポジン、中外製薬、
東京）を投与した。すべての群で薬物の全容量は1．4ml／kgとし、いずれも
擁側皮静脈より静脈内注射した。rhEPOの投与量はヒトの臨床における自己
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血輸血での用量（Goodnough　et　al　1989）に一致させた。コンドロイチン
硫酸鉄は、2m1の血液は1．1㎎の鉄を含む（Smith　1992）ものとして、自己
血採血で体外に失われた鉄の150％に相当する量を算出し、それを満たすよ
うに分割して投与された。自己血採取は各イヌとも1回10m1／kgとし、7日
と10日に行った。14日に、確保した自己血の量と等量の血液を出血モデル
として潟血により除去しながら、自己血を返血した。この自己血輸血の効
果は17日に判定した。
　自己血の採取と返血：動物を物理的に保定することによるストレスを避
けるため、それぞれのイヌは、アトロピン（0．04㎎／㎏、皮下注射）、キシ
ラジン（2㎎／kg、皮下注射）およびケタミン（10㎎／㎏、筋肉注射）で麻酔
された。自己血採取の前に、末梢の血液循環を良好にするため、採血予定
の血液量と同量の乳酸リンゲル液を静脈内に注入した。体重1㎏あたり10
mlに相当する量の自己血を、血液100m1あたり14mlのCitrate　Phosphate
Dextrose液を含む血液バッグ（テルモ、東京）内に、頚静脈穿刺により採
取した。採取した血液は4～6℃で保存した。自己血採血を終えたイヌには、
採血量と等量の10％デキストラン40生理食塩液（デキストラン40、ミドリ
十字、大阪）を静脈内に注射して、循環血液量を回復させた。自己血の返
血は、自己血採取のときと同じ麻酔下で行った。およそ1時間かけて、20
ml／kgの血液を頚静脈穿刺により除去しながら、同時に保存してあった自己
血（20ml／kg）を、輸血セット（テルモ、東京）を使用して擁側皮静脈に注
入した。
　血　　査によるモニタリング：各実験日に、すべての処置に先立って血
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液サンプル（7m！）を檎側皮静脈からプラスチック製の注射器を使用して採
取した。各サンプルのうち2m1をEDTAによって凝固阻止し、赤血球数、ヘマ
トクリット、ヘモグロビン濃度および網赤血球数の測定に使用した。残り
の血液は血清を遠心分離し、血清エリスロポエチンおよび鉄のアッセイに
使用した。血清サンプルは測定まで一35℃で保存した。赤血球数は自動血球
計算機（Celltac　MEK－4300、日本光電、東京）で測定した。ヘマトクリッ
トおよびヘモグロビン濃度は、それぞれミクロヘマトクリット法、シアン
メトヘモグロビン法（Jain　1986）で測定した。網赤血球数は、まずブリリ
アントクレシルブルーで染色された血液塗抹を鏡検して赤血球に対する網
赤血球の百分率を求め、これに赤血球数を乗じて算出した（Jain　1986）。
血清エリスロポエチン濃度（イヌエリスロポエチンと、鉄十EPO群では血清
中にrhEPOが残っている場合にはそれも含む）は、第三章でイヌでの有用性
を確認した、ヒトエリスロポエチン測定用エンザイムイムノアッセイキッ
ト（イムノエリット・EPO、東洋紡、大阪）で定量した。血清鉄の濃度は、
Jung＆Parekh（1970）の方法に基づいた市販のキット（Fe　B－TestWako、
和光純薬、大阪）を使用して測定した。
　統計学的分析：成績は平均値±標準誤差で表した。自己血採血に起因し
てその過程で生じた変化（14日まで）の統計学的な有意性の判定は、0日の
成績をベースラインとしてDunnett型の多重比較（上坂1995）で行った。
14日と17日の成績の有意差検定は、Fisherのならべかえ検定（柳川1982）
で行い、出血モデルでの自己血輸血の効果を判定した。いずれも危険率
（P）≦0．05で統計的に有意差ありと判断した。
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結　果
　自己血採取の過程における、赤血球数、ヘマトクリットおよびヘモグロ
ビン濃度の変化を図4－1に示した。これらの変化を測定法がもっとも簡便な
ヘマトクリットで代表させると、生理食塩水群および鉄群では、自己血採
血開始後、ヘマトクリットが有意（P≦0．05）に低下し、どちらの群でも0
日には約50％であったのに対して、14日には最低値となり、その平均はお
よそ40％であった。これとは対照的に、鉄＋EPO群ではヘマトクリットはほ
とんど変化しなかった。赤血球数およびヘモグロビン濃度の変化は、生理
食塩水群でのヘモグロビンの減少が統計的に有意と判定されなかったもの
の、各群ごとにそれぞれヘマトクリットの変動に平行していた。
　生理食塩水群および鉄群では、自己血採取によるヘマトクリットの低下
にともなって、血清エリスロポエチン濃度の上昇と網赤血球の増加が認め
られた（図4－2、4－3）。しかしながら、これらの変化は比較的軽度であり、
鉄群での血清エリスロポエチンのピーク（10日の2L3±5．1mlU／m1）のみが
統計的に有意（P≦0．05）であった。これに対して、鉄＋EPO群では、最初
の自己血採血よりも前に、3日に個体によりばらつきは大きいが有意（P≦
0．05）かっ顕著なエリスロポエチンの上昇（64．7±21．2mIU／ml）がみられ、
7日には網赤血球の増加（5．45±1．27×104／雌）が観察された（図4－2、4－
3）。3日に観察されたrhEPOによるエリスロポエチン濃度の顕著な上昇は、
7日には認められなかった。7日の最初の自己血採取の後、血清エリスロポ
エチン濃度は増加したが、その増加は3日に観察されたものよりも低かった。
鉄＋EPO群では、この間網赤血球が著明に増加し、14目にはその平均値が
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12．0×IO4／μ1以上に達した。
　血清鉄濃度の変化を図4－4に示した。生理食塩水群のイヌは、自己血採血
にともなって、軽度な血清鉄の減少を示した。鉄群では、2回の自己血採
取にもかかわらず、鉄の静脈内投与が有意（P≦0．05）かつ顕著な血清鉄濃
度の増加を生じ、そのピークの濃度は14日の249±23μ9／d1であった。一方、
鉄＋EPO群では、鉄の投与は血清中での明らかな鉄の蓄積を起こさず、血清
鉄濃度は自己血採血の期間中増減を繰り返した。
　保存した自己血の返血は、出血モデル実験で失われた血液をよく置換し
た。いずれの群においても、この自己血輸血の前後で、有意なヘマトクリ
ットの変化は認められなかった（図4－1）。自己血の返血後、いずれの群で
も血清エリスロポエチン濃度と網赤血球数が減少した（図4－2、4－3）。特
に、生理食塩水群と鉄＋EPO群では、この網赤血球の減少は統計的に有意
（P≦0．05）であった。血清鉄濃度の変化は群ごとに異なっていた（図4－
4）。生理食塩水群では、低下していた血清鉄濃度が17日までに0日に観察
された最初の値にほとんど回復した。鉄群は有意（P≦0．05）で急速な血清
鉄の低下を示し、0日での濃度に等しくなった。鉄＋EPO群では、ごく軽度
な血清鉄の低下が認められた。
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図4－1：各群の赤血球数、ヘマトクリットおよびヘモグロビン濃度の変化（平均値±標
準誤差、例数：4）。（○）生理食塩水群、（△）鉄群、（ロ）鉄＋EPO群。（↓）自己血採
血、（JO）潟血に対する自己血輸血。（＊）0日の値と比較して有意差あり（P≦0．05）
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図4－2：各群の血清エリスロポエチン濃度の変化（平均値±標準誤差、例数：4）。（○）
生理食塩水群、（△）鉄群、（［コ）鉄＋EPO群。（畢）自己血採血、（JO）潟血に対する
自己血輸血。（＊）0日の値と比較して有意差あり　（P≦0．05）
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図4－3：各群の網赤血球数の変化（平均値±標準誤差、例数：4）。（○）生理食塩水群、
（△）鉄群、（ロ）鉄＋EPO群。（J）自己血採血、（Je）潟血に対する自己血輸血。（＊）
0日の値と比較して有意差あり（P≦0．05）、（★）14日と17日の値の間に有意差あり（P
≦0．05）
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図4－4：各群の血清鉄濃度の変化（平均値±標準誤差、例数：4）。（○）生理食塩水群、
（△）鉄群、（口）鉄＋EPO群。（‘）自己血採血、（SO）潟血に対する自己血輸血。（＊）
0日の値と比較して有意差あり（P≦0．05）、（★）14日と17日の値の間に有意差あり（P
≦0，05）
考　察
　rhEPOが利用できるようになったことは、ヒトの臨床医学における大きな
進歩であり、また一部では動物への応用も試みられている（Giger　1992，
Jelkmann　1992）。このリニ・ンビナントホルモンは、慢性腎不全で造血障害
を起こしたヒトや動物の治療に用いられるだけでなく、近年では、ヒトの
自己血輸血においてエリスロポエチンの産生が不充分な場合にも利用され
るようになった。ヒトの自己血輸血で採血を繰り返したとき、貧血が発現
するにもかかわらず、これに対して内因性のエリスロポエチンはごくわず
かしか濃度が上昇しないことが報告（Kickler＆Spivak　1988）されている。
一方、ヒトの医学での多施設で行われた研究（Goodnough　et　a11989）に
より、rhEPOの投与が自己血輸血における採血量を増大させることが明らか
にされた。危険な輸血を避けるために、前もって確保した自己血を利用す
ることは、出血が予測されるイヌの実験外科処置においても考慮されるべ
きである。
　本節で示した自己血輸血のプログラムは、イヌを用いての実際の動物実
験で実用できるように計画された。すなわち各イヌごとに確保した自己血
の量（20m1／kg）は、イヌのほとんどの外科処置での輸血要求量を満たすこ
とができる（池本ら1987c）量であった。また、第二章でも明らかにされ
たように、イヌの保存血は、1週間以内の保存では非常に高い機能を保っ
ている（Owen＆Holmes　1972）。
　本節での実験結果より、rhEPOの投与は、イヌの自己血採取にともなう赤
血球レベルの低下を防ぐ有効な方法であることが明らかとなった。自己血
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輸血のための採血は血清エリスロポエチンの上昇と網赤血球の増加を引き
起こした。しかし、このような内因性の造血反応は、採取された多量の血
液を、充分補充することはできなかった。一方、rhEPOの投与による血清エ
リスロポエチン濃度の増加はばらつきが大きかったが、また3日を超えては
持続しないけれども、効果的に造血を刺激して網赤血球を増加させ、赤血
球レベルを維持することが示された。rhEPOの造血効果と比較して、鉄剤の
静脈内投与は、単独では単に血清鉄濃度の増加を引き起こすのみであり、
このことから、投与された鉄はrhEPOと併用されない限り、造血のために効
果的に利用されえないことが示唆された。本実験では、鉄剤を併用しない
rhEPO単独投与の効果については検討しなかった。実験結果からも明らかな
ように、採血による赤血球レベルの低下は鉄の不足によるものではなく、
エリスロポエチンの濃度が充分増加しないことが原因である。rhEPOは、そ
れ自体造血促進作用を有するエリスロポエチンのリコンビナントホルモン
であり、また、健康なイヌでは必要が生じたときに体内の貯蔵鉄が動員さ
れて造血に利用される（Smith　1992）ため、　rhEPOを単独で投与しても作用
を発揮する可能性が高い。しかし、大量の採血に対しては、充分な鉄を補
給してより多くの造血をはかるとともに、貯蔵鉄の量を生理的範囲に維持
するためにも、鉄剤の併用が必要と考えられた。
　確保してあった自己血の返血は、出血モデル実験において失われた血液
をよく置換し、保存自己血を実際に輸血したときの効果が明らかにされた。
特に、自己血採取の過程でrhEPOを投与されていたイヌは、この自己血輸血
の後も実験開始時と同じ高い赤血球レベルを維持した。第三章第二節で、
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大量の潟血を行ったイヌでは、急激な赤血球パラメーター（赤血球数、ヘ
マトクリットおよびヘモグロビン濃度）の低下が起こり、そのピークが3日
後に認められたことから、本節の実験では、潟血に対する自己血輸血の効
果をその3日後に判定した。
　効果的な自己血輸血が行われたため、潟血により血液が失われても、血
清エリスロポエチン濃度の上昇や網赤血球の増加は生じなかった。自己血
採血プログラムの問、増加あるいは減少していた血清鉄濃度は、どのイヌ
でも、この自己血輸血後の最後の検査までに、実験開始時の値に向けて戻
っていた。血清中の過剰な鉄は、細網内皮系に取り込まれて貯蔵されるこ
とが知られている（Smith　1992）。
　本実験では、rhEPOを投与したイヌにこのリコンビナントホルモンによる
副作用はみられなかった。慢性腎不全のネコの臨床例で貧血の治療に
rhEPOを使用した最近の報告（Bloomberg　et　a11992，　Henry　1994）でも、
同じく副作用は生じていない。Giger（1992）は、　rhEPOは動物にとって異
種由来であるため、これを動物に使用すると、rhEPOに対するだけでなく、
イヌではイヌエリスロポエチンに、ネコではネコエリスロポエチンにも交
叉反応する抗体が形成され、非再生性の貧血が継発すると指摘し、その確
率はイヌで20％、ネコで30％であるとしている。しかしながら、このよう
な有害な反応は少なくとも4週間にわたってrhEPOを使用したときに起こる
ものであり、またこの薬物が体外に排出されてしまえば可逆的であるとさ
れている。注意深く動物の一般状態を観察して血液学的モニタリングを実
施することにより、rhEPO使用の利益を最大にして副作用発現の可能性を最
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小にすることが可能になると考えられる。
　rhEPOのコストは実用に際して障害となるかも知れないが、このリコンビ
ナントホルモンを利用した自己血輸血は、危険で有害な輸血を回避し、ま
た適当なドナーを得ることの困難さ（Dodds　l992）を解消するので、充分
利用価値が認められると考えられた。
　本実験により、rhEPOはイヌの自己血輸血において非常に有用な因子であ
ることが明らかにされ、自己血輸血の実用性を高めて応用できる範囲を拡
め、輸血のリスクを減少させるものと考えられた。また、イヌにおける著
明な造血促進効果は、輸血資源の総量を増大させ、さらに、外科処置前後
のイヌの造血を活発にして、すでにヒトにおいては試みられている
（Rothstein　et　a11990，小山・尾本1990）ように、輸血必要量を減少さ
せうる可能性も示唆された。
まとめ
　リコンビナントヒトエリスロポエチン（rhEPO）の、イヌの自己血輸血に
おける有用性の評価を行った。12頭の成イヌを生理食塩水投与群（生理食
塩水群）、鉄剤投与群（鉄群）、鉄剤およびrhEPO投与群（鉄＋EPO群）の
3群に4頭ずつ分けた。実験開始日（0日）、3日後、および自己血採血を
行った直後に、生理食塩水群ではプラセボとして生理食塩水を、鉄群では
4．1㎎／㎏の鉄（コンドロイチン硫酸鉄）を投与した。鉄＋EPO群では4．1㎎
／㎏の鉄に加えて6001U／㎏のrhEPOを投与した。10m1／kgの血液を7日と10日
に採取し、20m1／kgの自己血を得た。14日に、確保した自己血の量と等量の
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血液を出血モデルとして静脈穿刺により除去しながら、自己血を返血した。
この自己血輸血の効果は17日に判定した。自己血採血にともなって、生理
食塩水群および鉄単独投与群では赤血球レベルが顕著に低下した。これに
対して鉄＋EPO群では赤血球レベルがほとんど変化せず、　rhEPOの著明な造
血促進効果が示された。さらに鉄＋EPO群では、出血モデルに対する自己血
輸血の後も、実験開始時の高いヘマトクリットが維持された。rhEPOはイヌ
の自己血輸血のための採血において非常に有用であると結論された。
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第二節　リコンビナントヒトエリスロポエチンを利用した自己血輸血の
　　　　イヌの実験外科処置への応用
はじめに
　自己血輸血は異型輸血反応や輸血感染のおそれがなく　（Surgenor　1987）、
他の個体をドナーとして必要としないため、計画的に行われる外科処置で
は、最も理想的な輸血法である。短期間で多量の血液を採取すると貧血を
生じることがあり、このことが自己血輸血を実地に応用するときの最大の
制限因子であったが、本章第一節の実験で、リコンビナントヒトエリスロ
ポエチン（rhEPO）の利用により、イヌにおいてもこの問題は解決できるこ
とが明らかにされた。本節では、rhEPOを利用した自己血輸血のイヌの実験
外科処置での有用性を実証するために、自己血輸血の実施の好適例の一つ
としての頚椎露出手術における自己血輸血の効果を無輸血手術と比較した。
材料と方法
　使用動物と実験計画：Dirofilaria　immitisおよびBrucella　canis陰性で
健康なビーグル種の成イヌ8頭（♂4頭、♀4頭、体重9．0～1LOkg）を使
用し、　自己血輸血群（♂2頭、♀2頭、平均体重±標準偏差10．1±0．4
㎏）、無輸血群（♂2頭、♀2頭、平均体重±標準偏差9．8±0．3㎏）の2
群に分けた。なお、実験開始時には血液性状に性差などによるばらつきの
ないことを確認した。自己血輸血群では、実験開始日　（0日）、3日、およ
び自己血採取（7、10日）を行った直後に、4．1㎎／kgの鉄（コンドロイチン
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硫酸鉄；ブルタール、大日本製薬、大阪）と6001U／k9のrhEPO（エポジン、
中外製薬、東京）を槙i側皮静脈に注射した。7日と10日の自己血採血では、
アトロピン（0．04㎎／kg、皮下注射）、キシラジン（2㎎／kg、皮下注射）お
よびケタミン（10㎎／kg、筋肉注射）による麻酔下で、まず採血予定の血液
量と等量の乳酸リンゲル液を静脈内に注入して末梢循環を良好にした後、
1回につき10m1／kgの自己血をCitrate　Phosphate　Dextrose（CPD）血液バ
ッグ（テルモ、東京）内に頚静脈から採取した。バッグ内のCPD液はあらか
じめ血液100m1あたり14m1とし、採血を終えたイヌには直ちに10％デキスト
ラン40生理食塩液（デキストラン40、ミドリ十字、大阪）を静脈注射して
循環血液量を回復させた。自己血は4～6℃で保存した。14日に頚椎を露出
する実験外科処置を行い、自己血輸血群では自己血を、無輸血群では代用
血漿剤として10％デキストラン40生理食塩液を輸注して、17日と21日に外
科処置後の経過観察を行った。
　塞墨狸置：アトロピン（0。04㎎／kg、皮下注射）、キシラジン（1㎎
／㎏、皮下注射）で鎮静後、ジアゼパム（1㎎／㎏、静脈注射）およびケタミ
ン（5㎎／kg、静脈注射）で麻酔し、気管内挿管を行ってハロセン・酸素ガ
ス（ハロセン濃度1～2％）の吸入により麻酔を維持した。イヌを伏臥位に
保定し、皮膚および筋肉の切開、分離を行って環椎と軸椎の椎弓を広く露
出した。この間、ガーゼに吸収された血液の重量から出血量を測定し、出
血量がおよそ12g／kgとなった時点を目安に縫合閉鎖を行い外科処置を終了
した。出血に対しては、自己血輸血群では自己血を、無輸血群では10％デ
キストラン40生理食塩液を、それぞれ出血量の約1．5倍を、輸血ポンプ（
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BP－101、テルモ、東京）で速度を調節しながら擁側皮静脈内に注入した。
外科処置後は、鎮痛のためにスルピリン（10㎎／kg、皮下注射）を4日間、
感染防止のためにアンピシリン（7．5㎎／kg、筋肉注射）を7日間投与した。
　血　　査によるモニタリング：各実験日に、すべての処置に先立って5
m1の血液を擁側皮静脈よりプラスチック製の注射器に採取した。各血液サ
ンプルのうち2m1をEDTAによって凝固阻止し、赤血球数、ヘマトクリットお
よびヘモグロビン濃度を測定した。残りの血液からは遠心分離により血清
をとり、エリスロポエチン濃度を定量した。赤血球数は自動血球計算機
（Celltac　MEK－4300、日本光電、東京）で測定した。ヘマトクリットおよ
びヘモグロビン濃度は、それぞれミクロヘマトクリット法、シアンメトヘ
モグロビン法（Jain　1986）で測定した。血清エリスロポエチン濃度は、イ
ヌでの有用性が確認されたエンザイムイムノアッセイ（イムノエリット・
EPO、東洋紡、大阪）で定量した。
　畿近：成績は平均値±標準誤差で表した。経過観察の有意差検
定は、危険率（P）≦0．05とするDunnett型の多重比較（上坂1995）で行い、
14日の外科処置までの変化は0日の成績を、17日以降の外科処置後の変化に
ついては14日の成績をべ一スラインとして比較した。また、2群間の外科
処置での出血量の比較は、Studentのt検定で行い、危険率（P）≦0．05で有
意差ありと判定した。
結　果
　赤血球パラメーター（赤血球数、ヘマトクリットおよびヘモグロビン濃
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度）の変化をヘマトクリットで代表させて図4－5に、血清エリスロポエチン
濃度の推移を図4－6に示した。
　14日の実験外科処置まで、自己血輸血群では2回の自己血採血が行われ
たが、有意なヘマトクリットの変化は認められず、50％前後の値で推移し
た。この間、無輸血群は経過観察のみであり、ヘマトクリットは有意な変
化を示さなかった。血清エリスロポエチン濃度は、自己血輸血群では最初
の自己血採取よりも前の3日に有意（P≦0．05）かつ顕著に増加（48．3
±7．37mIU／ml）した。このrhEPOによる血清エリスロポエチンの顕著な増加
は7日には観察されず、自己血採血開始後の10日に再び有意（P≦0．05）に
上昇（22．8±1．87mIU／m1）した。無輸血群の血清エリスロポエチン濃度は、
7目の14．1±2．07mlU／mlが統計的に有意（P≦0．05）な増加と判定されたが、
14日まではいずれの測定値も10mIU／m1前後であった。
　実験外科処置にともなう出血量は、自己血輸血群で11．5±1．48g／kg、無
輸血群で1L9±0．98g／kgであり、P≦0．05で有意差は認められなかった。自
己血輸血群では、保存自己血の輸注が出血を充分に補充した。外科処置直
前（14日）のヘマトクリットは平均47％、処置後の値は17日、21日とも
43％で変化は軽度であり、統計的に有意ではなかった。これに対して無輸
血群では外科処置後ヘマトクリットが急速に低下した。14日には平均43％
であったが、17日には10％以上低下して32％となり、21日でも33％で処置
前の値に回復せず、いずれもP≦0．05で有意差が認められた。外科処置後の
血清エリスロポエチンは、自己血輸血群では濃度が軽微に減少した。一方、
無輸血群ではエリスロポエチン濃度は急激に増加し、14日には平均12．0
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mlU／mlであったのに対して17日には60．4±13．2mIU／m1、21日には50．3
±12．7mlU／m1となり、いずれもP≦0．05で統計的に有意であった。
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図4－5：自己血輸血群と無輸血群のヘマトクリットの変化（平均値±標準誤差、例数：
4）。（●）自己血輸血群、（△）無輸血群。（‘）自己血輸血群での自己血採血、（・SD）
外科処置での出血に対する自己血輸血（自己血輸血群）またはデキストラン液の輸注
（無輸血群）。（★）14日の値と比較して有意差あり（P≦0．05）
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図4－6：自己血輸血群と無輸血群の血清エリスロポエチン濃度の変化（平均値±標準誤
差、例数：4）。（●）自己血輸血群、（△）無輸血群。（S）自己血輸血群での自己血採
血、（se）外科処置での出血に対する自己血輸血（自己血輸血群）またはデキストラ
ン液の輸注（無輸血群）。（＊）0日の値と比較して有意差あり　（P≦0．05）、（★）14日
の値と比較して有意差あり（P≦0．05）
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考　察
　計画的に行われる実験外科処置での輸血では、自己血を確保するための
期間があるため、理想的な輸血法である自己血輸血の積極的な利用が期待
される。特にrhEPOの利用によって、イヌにおいても短期間で多量の自己血
を準備できることが本章第一節で明らかにされ、動物実験での自己血輸血
の実用性がきわめて高くなったと考えられる。本節は、イヌの外科処置に
自己血輸血を応用し、その有用性を実証した。
　本節の実験でも、多量の血液採取にもかかわらず赤血球レベルは低下し
なかった。ここでも、自己血採血の開始前からrhEPOによる血清エリスロポ
エチン濃度の増加が観察されたが、これによる造血の充進が後に続く採血
の過程で貧血の発現を有効に防いだものと考えられた。
　rhEPOの利用により確保された自己血の輸血は、実験外科処置での出血を
充分に補充した。出血量を継続的に測定しながら、輸血量がその1．5倍にな
るように輸血を続けたところ、外科処置後有意な赤血球レベルの低下を生
ずることなく、また、この外科処置にともなう出血が新たな造血反応、す
なわち血清エリスロポエチン濃度の増加を引き起こすこともなかった。こ
れに対して対照として行われた無輸血手術では、外科処置後赤血球レベル
が急速かつ顕著に低下し、直ちにエリスロポエチン濃度が増加して造血が
刺激されたものの、1週間経過しても赤血球レベルは回復しなかった。
　以上より、rhEPOを利用した自己血輸血は、実際の外科処置に応用しても
有用であることが示され、イヌを用いた動物実験における技術を改善する
ことが期待された。
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まとめ
　リコンビナントヒトエリスロポエチン（rhEPO）を利用した自己血輸血を
イヌの実験的な頚椎露出術に応用し、この自己血輸血の効果を無輸血手術
と比較した。8頭の成イヌを自己血輸血群と無輸血群の2群に4頭ずつ分
けた。自己血輸血群では、実験開始日　（0日）、3日後、および自己血採血
を行った直後に、4．1㎎／kgの鉄（コンドロイチン硫酸鉄）と6001U／㎏の
rhEPOを投与し、10m1／kgの血液を7日と10日に採取して、20m1／kgの自己血
を得た。14日に両群に対して実験外科処置を行い、自己血輸血群では自己
血を、無輸血群では10％デキストラン40生理食塩液を輸注して、17日と21
日に外科処置後の経過観察を行った。その結果、自己血輸血群では手術後
の赤血球レベルの低下は軽度であったが、無輸血群では顕著かつ有意であ
り、1週間経過しても貧血から回復しなかった。このことから、rhEPOを利
用した自己血輸血は、イヌの実際の外科処置に応用しても有用であること
が実証された。
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総合考察
　イヌは基礎医学研究を中心とした分野で、広く用いられる重要な実験動
物である（猪1982）。外科処置にあたっては実験動物福祉に対する配慮も
含め・輸血の必要となることが少なくない。しかしこれまでイヌの輸血は、
輸血用血液の供給の不足している（Schuerger　l991，　Niebauer　1991，
Howard　et　a11992）こと、血液型の判定が困難なことなどから、限られた
少数のイヌから得た血液をそのまま直ちに輸血する（Howard　et　a11992）
など問題点が多く、基本的な検討がされずにきている。これらの背景から、
本研究は異型輸血反応など輸血副作用のおそれがなく、他の個体をドナー
として必要としない自己血輸血の、イヌの動物実験における有用性を評価
するために行われた。
　出血や貧血に対する処置として、血液そのものを補充する輸血に勝るも
のはないが、ほとんど血液型を判定できないイヌの輸血では、異型輸血に
よる副作用が常に懸念される。本研究では、まずイヌにおける輸血の有効
例と、これに反しての重篤な副作用の実例を示し、イヌの動物実験での自
己血輸血の必要性が提起された。すなわち輸血の奏功事例から、外科処置
での大量出血において輸血の効果の著しいことが確認され、適当なドナー
を得るには多くの困難をともなう（Dodds　1992）が、不慮の事故に備える
ためにも・輸血の準備は極めて重要であることが示された。一方副作用の
事例から・イヌの血液が異型血液に対して自然抗体を欠くことを根拠に、
従来行われてきた血液型を無視した輸血（Owen＆Glen　1972，山内1983）
は危険であり、しかも副作用の発現を事前に予測することが困難な、イヌ
の輸血の特殊な事情が明らかにされた。自己血輸血は、他の個体のドナー
が不要であり、異型輸血のおそれがまったくないため、イヌの輸血に際し
ての諸問題を解決し得る有望な方法である。一方、自己血輸血では自己血
を確保するための期間が必要であり、緊急時には対応できないが、動物実
験における外科処置は常に計画的に行われるものであるから、自己血輸血
は実験の場で特にその真価を発揮できる理想的な輸血法と考えられた。
　次に、自己血輸血では当然保存した血液を利用することになるので、イ
ヌの輸血用血液のうち、まず最も基本的な全血について、その性状に対す
る保存の影響と、使用期限が検討された。血液の採取と保存の方法は血液
の性状に影響を与えるが、動物実験での自己血輸血では血液の準備が実験
の一部として行われるので、その方法は簡便、かっ動物福祉に配慮したも
のでなければならない。今回、採血にあたっては、麻酔によりイヌの確実
な不動化を行い、また事前に充分な輸液を行って末梢の血液循環を良好に
した。血液の保存はヒトの輸血で最も一般的なCitrate　Phosphate
Dextrose血液バッグを利用し、冷蔵された。その結果、イヌの保存全血で
は、赤血球の輸血後の活性と酸素運搬の機能を示す2，3－
diphosphoglycerate（2，　3－DPG）量（Eisenbrandt＆Smith　1973a）が、保
存後4週でも最低限必要な水準以上であり、特に1週以内ではほとんど減
少しないことが明らかにされた。保存2週を過ぎると、赤血球の変形や化
学検査によって検出される溶血などの変化が認められたが、いずれも軽度
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で輸血に使用して問題となるものではなく、イヌの保存全血は採血後4週
まで輸血に利用可能であり、特に1～2週の保存では非常に高い品質を保
っていると結論された。
　これまでイヌの輸血はほとんど全血輸血で行われてきた（Howard　et　al
1992）。ところが、必要な成分のみを分離して輸注する方が副作用が少な
いことから、酸素運搬を担う赤血球の補充を目的とするときには、血漿を
除去して血球成分を濃縮し、濃厚赤血球液として輸血することが試みられ
ている。本来は慢性貧血での利用価値が高いが、生理食塩液で血球を再浮
遊させるなどの工夫で外科的輸血にも使用できる（Chaplin，　Jr　1969，遠山
1989b，二之宮1989）。本研究では、濃厚赤血球液の自己血輸血での利用
価値を考察するため、前述の方式で採取したイヌの全血から濃厚赤血球液
が調製され、保存による性状変化が全血と比較検討された。保存にともな
い、赤血球2，3－DPG量の減少、血球の形態変化、溶血などが認められ、保存
4週まで輸血に使用可能な範囲での変化ではあったが、全血と比べて品質
の劣化が著しく、外科処置での自己血輸血で、全血にかえて利用する価値
は少ないと考えられた。
　自己血輸血では、採血の過程で採血分が動物自身の造血で補充される必
要がある。この反応性の造血充進を最も早期に感度よく把握するには、造
血ホルモンであるエリスロポエチンの、血液中の濃度を測定することが理
想的である。イヌのエリスロポエチンの定量はバイオアッセイによっても
可能であるが、感度や特異性に難点があり、また長時間を要する。ラジオ
イムノアッセイを用いてのイヌのエリスロポエチン測定の報告（King　et
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all992）もみられるが、これには放射線取扱施設が必要であり、また、ア
ッセイをセットアップするために、高い親和性と特異性をもった抗血清を
入手しなければならない。通常の実験室で、安定した結果を迅速に得るに
は、キット化されたエンザイムイムノアッセイ（EIA）を応用するのが最も
実用的である。本研究では、ヒトのエリスロポエチン測定のためのEIAキッ
トをイヌに応用するにあたり、まず基礎的な信頼性の検討が行われた。ヒ
トエリスロポエチン標準品とイヌプール血清を段階的に希釈してアッセイ
したところ、交叉反応性の根拠となる希釈平行性が確認された。イヌのサ
ンプルを用いたアッセイ内およびアッセイ間再現性試験の結果より、この
EIAキットで得られる成績は、高濃度のエリスロポエチンを含む血清でも、
正常サンプルでもばらつきが小さいことが示された。また、イヌ血清を用
いた希釈試験でも良好な直線性が認められた。さらに、このアッセイ系の
測定感度は充分鋭敏であり、正常イヌで得られた値は、エリスロポエチン
定量の標準法であるin　vivoのバイオアッセイによる報告（Oishi　et　a1
1992）にきわめて近いことが明らかにされた。これらのことから、この
EIAキットはイヌのエリスロポエチンのアッセイ系として充分信頼できると
結論された。
　続いて、自己血採取の過程での造血反応のモニタリングにこのEIAが応用
できることを明らかにするため、潟血により実験的に貧血させたイヌにつ
いて、その貧血からの回復過程における血清エリスロポエチン濃度を経時
的に測定した。潟血によって貧血となったイヌでは、エリスロポエチン濃
度の急激な上昇と、それにやや遅れた網赤血球の増加が明瞭に認められた。
一83一
赤血球レベルが回復に向かうと、血清エリスロポエチンも網赤血球もとも
に減少した。これらの変化は、貧血に対する通常の生理学的反応に一致す
るものであり、このアッセイ系はイヌの造血反応のモニタリングに応用で
きることが示された。
　自己血はイヌの動物実験での外科処置において理想的な輸血資源であり、
積極的な利用が期待される。自己血輸血の実施が制限される最も大きな要
因は、短期間での大量採血による貧血の発現であるが、自己血輸血の応用
できる範囲を拡めて実用性を高めるためには、この問題を克服することが
望まれる。本研究では、ヒトで数多くの臨床応用が報告（Giger　1992，
Jelkmann　1992）されているリコンビナントヒトエリスロポエチン（
rhEPO）がイヌの実験的な自己血輸血に応用され、そこでの造血促進効果が
対照との比較実験により検討された。その結果、rhEPOを投与しないイヌで
は自己血輸血のための採血によって、軽度に血清エリスロポエチンおよび
網赤血球が増加したが、この内因性の造血反応は採血分を充分に補充でき
ず、赤血球レベルが有意に低下した。これに対し、rhEPOを投与されたイヌ
では赤血球レベルは変化せず、このリコンビナントホルモンがイヌの自己
血輸血において造血能力を著明に高めることが明らかとなった。このこと
から、rhEPOはイヌの自己血輸血で非常に有用な因子であり、自己血輸血の
応用を増加させてイヌの輸血におけるリスクを低下させることが期待され
た。
　引き続き、rhEPOを利用した自己血輸血の、イヌの実験外科処置での有用
性を実証するための検討が行われた。自己血輸血を応用するのに好適な対
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象である整形外科手術のうち、頚椎を露出する外科処置が検討の材料とさ
れ、この自己血輸血の効果が無輸血手術と比較された。その結果、外科処
置での出血に対して自己血輸血を行ったイヌでは、手術後の赤血球レベル
の低下は軽微であり、高い水準が維持されたが、無輸血のイヌでは顕著か
つ有意な赤血球レベルの低下が起こり、著明な造血反応が生じたものの、
1週間経過しても貧血から回復しなかった。この結果から、rhEPOを利用し
た自己血輸血はイヌの実際の外科処置に応用しても有用であることが実証
され、イヌを用いた動物実験における技術を改善するものと考えられた。
　本研究では、イヌを用いた動物実験における自己血輸血の意義が、イヌ
の輸血事例の分析から提起され、自己血輸血をイヌの動物実験に応用する
ために必要な一連の検討が行われた。その結果、イヌの血液を適切な方法
で輸血用に採取、保存したときの品質変化と使用期限が示され、また、自
己血採血の過程でイヌの造血反応を簡便かつ正確にモニタリングすること
が可能になった。さらに、イヌを貧血させることなく、充分な量の自己血
を短期間で確保することができるようになり、さらに自己血輸血が実験に
ともなう出血に対処するための実用的な方法であることが示された。これ
らの結果は、イヌの実験外科処置における効果的で安全な輸血を可能にし、
イヌを用いた動物実験の質の向上に貢献するところ大きいと考えられた。
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　イヌの動物実験における自己血輸血の有用性を評価するために、4段階
にわたる一連の研究を行った。
　第一に、イヌの輸血で奏功した事例と副作用を生じた事例から、イヌの
動物実験における理想的な輸血法を考察した。奏功事例より、外科処置に
おける大量出血では、輸血によるほか対処の方法がなく、またその効果は
著しいことが確認された。不慮の事故の可能性も含め、必要が生じたとき
にすみやかに輸血できるように、外科処置での輸血の用意は非常に重要で
あることが示された。一方、様々な副作用の事例から、イヌの血液が異型
血液に対して顕著な反応を示す抗体を先天的に欠いていることは、従来通
説的であった血液型を無視した輸血を容認する根拠にはならず、かえって
副作用を事前に予測することが極めて困難であるという、イヌの輸血にお
ける特殊な事情が明らかにされた。自己の血液を利用する自己血輸血は、
このようなイヌの輸血実施上の問題を解決し得る有望な方法であり、特に
常に計画的に行われる動物実験においては、自己血採取のための期間が確
保できるため、理想的な輸血法であると考えられた。
　第二に、自己血輸血の実施にあたっては当然血液の保存が問題になるの
で、まず採血したままの全血について、その性状に対する保存の影響を検
討した。4頭のイヌから血液をCitrate　Phosphate　Dextrose（CPD）血液バ
ッグ内に採取し、冷蔵庫（4～6℃）で28日間保存した。保存0、3、7、10、
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14、17、21、24および28日に、血中2，3－diphospho91ycerate（2，3－DPG）濃
度、赤血球形態、血漿ヘモグロビン濃度、血漿中ナトリウムおよびカリウ
ム濃度、血中ブドウ糖濃度および血液pHを測定した。その結果、イヌの輸
血用全血は、保存1～2週間以内ではその性状変化は軽微であり高い品質
を有すること、また、保存後4週までは通常の輸血に使用できるだけの性
状を保っていることが明らかとなった。続いて、全血から血漿を除去し、
血球を濃縮した濃厚赤血球液について、4頭のイヌからCPDダブルバッグに
採取した血液より濃厚赤血球液を調製し、保存にともなう性状変化を全血
と比較した。保存中、赤血球2，　3－DPG濃度の減少、血球の変形、血漿ヘモグ
ロビンおよびカリウム濃度の増加などが認められ、保存後4週に至るまで
輸血に使用可能な範囲内での変化ではあったが、全血と比べると品質の劣
化が著しく、外科処置での自己血輸血において、全血にかえて使用する意
義は少ないと考えられた。
　第三に、自己血輸血では自己血採取の過程で採血分が動物自身の造血で
補充される必要があることから、造血ホルモンであるエリスロポエチンの
イヌ血清での定量にヒトエンザイムイムノアッセイ（EIA）キット利用の可
能性を検討した。ヒトエリスロポエチン標準品とイヌプール血清の間には
希釈平行性が認められ、ヒトおよびイヌのエリスロポエチンに対する使用
抗体の交叉反応性が明らかにされた。イヌのサンプルにおける、アッセイ
内およびアッセイ間再現性試験でのばらつきは充分小さく、測定感度は鋭
敏であった。本法で測定した25頭の健康な成イヌでの血清エリスロポエチ
ン濃度は、標準法であるin　vivOのバイオアッセイによる報告に極めて近似
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していた。これらの結果より、このEIAキットは、イヌのエリスロポエチン
濃度の定量法として充分信頼できる方法であることが示された。次に、自
己血採血の過程での造血反応のモニタリングにこのEIAが応用できることを
明らかにするため、潟血により実験的に貧血させた5頭のイヌについて、
貧血からの回復過程における血清エリスロポエチン濃度の変化を、赤血球
パラメ・・一・一一ター（赤血球数、ヘマトクリット、ヘモグロビン濃度）および網
赤血球数の変化とあわせて経時的に観察した。その結果、貧血に対する通
常の生理学的反応に一致する変化が観察され、このEIAはイヌの造血反応の
モニタリングに利用できることが明らかとなった。
　第四に、リコンビナントヒトエリスロポエチン（rhEPO）の、イヌの自己
血輸血における造血促進効果の評価を行った。12頭の成イヌを生理食塩水
投与群（生理食塩水群）、鉄剤投与群（鉄群）、鉄剤およびrhEPO投与群
（鉄＋EPO群）の3群に4頭ずつ分けた。実験開始日（0日）、3日後、およ
び自己血採取を行った直後に、生理食塩水群では生理食塩水を、鉄群では
コンドロイチン硫酸鉄を、また鉄＋EPO群では鉄に加えてrhEPOを投与した。
7日と10日の採血によって20m1／㎏の自己血を得、14日に、確保した自己血
の量と等量の血液を出血モデルとして静脈穿刺により除去しながら、自己
血を返血した。自己血採血にともなって、生理食塩水群および鉄群では赤
血球レベルが顕著に低下したが、鉄＋EPO群では赤血球レベルがほとんど変
化せず、rhEPOの著明な造血促進効果が示された。さらに鉄＋EPO群では、
出血モデルに対する自己血輸血の後も、実験開始時の高い赤血球レベルが
維持された・これらより、rhEPOはイヌの自己血輸血のための採血において
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非常に有用であると結論された。続いて、rhEPOを利用した自己血輸血をイ
ヌの実験的な頚椎露出術に応用したところ、自己血輸血群では手術後の赤
血球レベルの低下は軽度であったが、無輸血群では顕著かつ有意であり、
1週間経過しても貧血から回復しなかった。このことから、rhEPOを利用し
た自己血輸血は、イヌの実験外科処置に応用しても有用であることが実証
された。
　これらの結果は、イヌの実験外科処置における効果的で安全な輸血を可
能にし、イヌを用いた動物実験の質の向上に貢献するところ大きいと結論
された。
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